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Morphogenesis of the Fern Protonema 


ll. Modification of the Apical Differentiation in Dry- 
opteris Affected by IAA 


By 


Singo Nakazawa 


Biology Department, Yamagata University, Yamagata, Japan 
With 3 Figures 


(Received May 8, 1959) 


It is well-known that growth and differentiation of different organs are 
controlled by different concentrations of the auxin. For instance, rooi 
growth of higher plants is generally promoted with IAA at 10— mol in 
concentration, but growth of buds and stems is inhibited at the same con- 
centration. On the contrary. at 10 to 10-7 mol, the latter is accelerated 
while the former is inhibited (Leopold and Thimann 1949). -When 
the Fucus egg is reared in a gradient of IAA, the primary rhizoid begins 
at the side on which the IAA concentration is highest (Olson and 
DuBuy 1937). Setting Fucus eggs in a gradient of pH, the rhizoid deve- 
lops towards the side on which the pH value is lower, and this was ex- 
plained by Whitaker (1940) who stated that the lower the value of pH, the 
more the activity of auxin in the egg cytoplasm increased. The present 
writer applied IAA at various concentrations to young protonema of 
Dryopteris, and was able to induce rhizoid formation at the apex where 
apical papilla and not rhizoid are usually formed. The experiments are 
reported in this paper. 

Spores of Dryopteris varia, collected at Yamagata in the autumn of 
1957, were dusted in diluted Knop’s solution, one fifth in concentration, and 
were bred at 25°C. Upon their germination, six days after being dusted, 
when the protonema was composed of one or two cells, the sporelings were 
transferred to Knop’s solution of the same concentration but containing po- 
tassium salt of [AA (=beta-indol acetic acid) at 100, 10, 1, 0.1, and 0.01 ppm. 
and were incubated at 23° C. The wall of the incubator was made of colour- 
less vinyon, so that the sporelings were bred under diffused daylight. The 

Protoplasma, Bd. LIT/1 1 





2 S. Nakazawa 

medium was pH 5.1 in acidity in each lot. The culture vessel was 30 mm. 
in diameter, 15 mm. in depth, in which 10 ml. of culture medium was kept. 
The vessel was covered in order to retain the concentration of the medium. 
The medium was renewed once a week. 

In normal development, the dark brown perisporium covering the spore 
is at first ruptured by the primary rhizoid and the expanded protonema 
cell containing an abundance of chloroplasts (Fig. 1 A, B). The protonema 
cell is successively segmented by walls perpendicular to the longitudinal 
axis (Fig. 1 C,D). Then, a club-shaped papilla is formed at the top of the 
apical cell (Fig. 1 D), representing one of the most remarkable characteris- 
tics of the apex of the protonema. In some sporelings the papilla forma- 

3 tion takes place at an earlier 
stage at which the protonema 
is composed of three or four 
cells. This, however, occurs 
rather exceptionally. Usually. 
the papilla appears after the 
protonema has been segmen- 
ted into five or six cells(Fig. 2). 
When sporelings are trans- 
ferred to media containing 
IAA at an earlier stage at 
which the protonema is com- 
posed of one or two cells, the 
apical papilla develops at a 
two-or three-cell stage (Fig.1F. 
Fig. 2) if the IAA concentra- 
tion is 1 to 0.01 ppm, and this 
occurs in such a very high 
ratio that it cannot be seen 


Fig. 1. Development of protonema of Dryopte- 
ris varia. A—D, normal development in 
[AA-free medium. A, spore; B, germination: 
C. four-cell stage; D, five-cell stage forming 
papilla at the apex. E and F, development 
in media containing IAA, E, accelerated pa- 
pilla differentiation at three-cell stage; F, rhi- 


zoid differentiation at the apex. a, primary 
rhizoid; b, secondary rhizoid; c, apical pa- 
pilla: d, perisporium. 


during normal development. 
However, if the young spore- 
lings are transferred to a me- 


dium of a higher concentration 
of LAA, say 10 or 100 ppm, a rhizoid develops at the top of the apical cell 
where the papilla is to be formed at the lower concentration as well as in 
the control (Fig. 1 F, Fig. 3). As previously stated, appearance of rhizoid 
is a characteristic of the basal region during normal development. There- 
fore, it is clear that the induced apical rhizoid is surely a result of cultiva- 
tion with IAA. The apical rhizoid thus formed experimentally does not 
differ from the normal rhizoid which was formed in the basal region in 
structure, in phototropism, in deficiency of chloroplasts, in special basophi- 
lia at pH 5 to 7, and so on. 

Frem the above resulis, it seems thai it depends upon the conceniration 
of auxin as to whether the apex of the protonema forms papilla or rhizoid. 
That is to say, if the IAA concentration of the culture medium is below 
1 ppm, the apex differentiates to a club-shaped papilla containing chloro- 
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plasts, and that the formation is accelerated by IAA to occur at an earlier 
stage than in the same differentiation which takes place in an IAA-free 
medium. But if the concentration of [AA is above 10 ppm, the same apex, 
where the papilla is to be formed under the former condition, differentiates 
toa rhizoid. Therefore, it is considered that qualitative differences between 
the papilla and the rhizoid are to be attributed to the initial quantitative 
differences in the concentrations of IAA. These results coincide with some 
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Fig. 2. Acceleration of apical papilla differentation with IAA. 


rig. 3. Differentiation of rhizoid at the apex with IAA. 


other instances found in Equisetum sporelings (K ato 1957), in the regene- 
ration of buds and roots from the root cut of Taraxacum (Warmke and 
Warmke 1950), and the like. 


Summary 


At the apex of the protonema of Dryopteris varia, a club-shaped papilla 
is differentiated after the protonema was segmented into six or seven cells 
in the normal development. If the sporeling is reared in medium con- 
taining IAA, formation of the apical papilla is much accelerated to take 
place at two- or three-cell stage when the concentration of [AA is 1 to 
0.01 ppm. But if it is reared in a medium of a higher concentration of 
LAA, 10 to 100 ppm, the same apex differentiates a rhizoid. That is to say. 
it depends upon quantitative relations of auxin as to whether the apex of 
protonema forms a papilla or a rhizoid. 
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Uber die Permeabilitat der Diatomee Caloneis obtusa‘ 


Von 
Karl Héfler 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 9 Textabbildungen 


(Eingegangen am 27. Juni 1959) 


Seit den Anfangen der vergleichenden Permeabilitatsforschung haben 
die Diatomeen die Aufmerksamkeit auf sich gezogen. Bei ihnen und nur 
bei ihnen hat sich mit plasmolytischen Methoden eine hohe Permeabilitat 
des Protoplasmas fiir Zucker nachweisen lassen, die ihren Ausdruck darin 
findet, daf& die in hypertonischer Zuckerlésung bewirkte Plasmolyse in 
kurzer Zeit wieder zuriickgeht, worauf die Zellen véllig normal ihre Kriech- 
bewegung wieder aufnehmen. Auch fiir Alkalisalze war an einigen Objek- 
ten eine Permeabilitat von ahnlicher Groéfenordnung nachweisbar. Das 
Phanomen des Plasmolyseriickgangs in eingeengtem Standortswasser und 
hypertonischer Salzlésung hat zuerst schon Chol nok y (1928, S. 461, 476) 
in seiner grundlegenden Studie beobachtet. Weiter haben dann Mar k- 
lund (1936) und Elo (1937), vom Blickpunkt der vergleichenden Permea- 
bilitatsforschung, an den Kieselalgen Melosira vgl. moniliformis und Lic- 
mophora oedipus eine iiberraschend hohe Plasmadurdhlassigkeit fiir Rohr- 
zucker und einige andere grofmolekulare lipoidunlésliche Verbindungen 
nachgewiesen und durch quantitativ ermittelte Permeationskonstanten be- 
legt. Durch die Befunde der finnischen Forscher angeregt, habe ich (1940, 
1943) an zahlreichen Kieselalgen des Franzensbader Mineralmoors und des 
Salzlachengebiets am Neusiedlersee die Zuckerpermeation aus der Deplas- 
molyse und aus rasch erfolgender Fettspeicherung, die auf Kosten des auf- 
genommenen Zuckers zustande kommt, nachgewiesen. Gleiches Verhalten 
wurde an Algen der Lagune von Venedig festgestellt (HOfler, Url und 
Diskus 1956, S. 69—77). Weiter bringt U be leis (1957, S. 416—424) ent- 
sprechende Daten fiir etliche Kieselalgen aus der Umgebung von Wien. 

Allein nicht alle Diatomeen haben die Fahigkeit, so rasch den Zucker 
in osmotisch direkt nachweisbarer Menge aufzunehmen. Das ist mir schon 


1 Herrn Dr. Béla von Cholnoky, Pretoria, zum 60. Geburtstag in Freund- 
schaft zugeeignet. 
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bald nach dem Abschluf® der in meiner Hauptarbeit (1943) mitgeteilten 
Versuche bekannt geworden. Cymbella aspera (Ehr.) Cleve aus kalkreichem 
Wasser bei Moosbrunn, unweit von Wien, eine grofe, auch durch ihre 
Plasmolyseform zur Untersuchung gut geeignete Art, lie den Riickgang 
der Plasmolyse in mit Standortwasser bereiteter Zuckerlésung stets ver- 
missen. Ahnliche Beobachtungen hauften sich in weiteren Jahren. 

Die durch rasche Deplasmolyse nachweisbare Zuckerpermeabilitat findet 
sich also bei Diatomeen, aber nicht bei den Diatomeen. 


Darauf habe ich zwar schon gelegentlich hingewiesen, aber die wichtige 
Tatsache ist bisher noch nicht durch die Mit- 
teilung von Versuchen belegt. 


Ich kenne nun seit einigen Jahren ein vor- 
ziigliches Objekt in Caloneis obtusa (W. Sm.) 
Cl., die in dem durch seinen Algenreichtum 
ausgezeichneten Ramsauer Schwaigermoos 
vorkommt und dort von Cholnoky und 
Schindler (1953) nachgewiesen worden ist. 
Die Art ist nicht hiufig und ist mir nur von 
einem ziemlich eng umgrenzten Standort be- 
kannt. Ich kultiviere seit langem die arten- 
reichen Algengemische in mittleren oder 
kleinen Flaschchen (30—100 cm’) auf einer offe- 
nen Veranda meiner Wiener Wohnung, und auch 
unter maBig giinstigen Verhaltnissen im kleinen 
Fliissigkeitsvolum bleibt Caloneis den Winter 
iiber am Leben; sie gelangte auch wiederholt 
im spiteren Herbst noch zu lebhafier Ver- 
mehrung. 
Abb. 1. Caloneis obtusa in Auch im Plasmolyseversuch erweist sich 
Giirtelbandansicht. in 0.8 die Art als sehr resistent. Waihrend die meisten 
mol Traubenzucker konvex Diatomeen bei vitaler Plasmolyse in miafig 
plasmolysiert (4. Sept. 1958). hypertonischem Milieu die bekannten bizarren 
Formen konkaver, durch fixe negative Plas- 
molysesorte bedingter Plasmolyse ergeben (Cholnoky 1928, Héfler 
1940, S. 98, K iiste r 1956, S. 21), runden sich die Protoplasten von Caloneis 
obtusa grofenteils flach konvex und nehmen bald auch kugelkonvexe 
Meniskenformen an (Abb. 1, 2), so daB sich plasmometrische Bestimmungen 
mit guter Annaherung ausfiihren lassen. 

So wurde in der Ramsau und in Wien — beobachtet und wiederholt 
bestatigt, da Caloneis nach Plasmolyse in Trauben- und Rohrzucker keine 
Riickdehnung der Protoplasten zeigt. 

Freilich fehlte solchen gelegentlichen Beobachtungen noch die Beweis- 
kraft. Denn es ist wohl bekannt und schon lange belegt (Hifler 1940, 
S. 103), daB starkere Plasmolyse selbst bei so hochpermeablen Objekten 
wie Anomoeoneis sculpta zu einer ,,Erstarrung~ der Protoplasten, zur Sistie- 
rung der Riickdehnung fiihren kann, auch wo bei schwacheren Plasmolyse- 
graden in schwach hypertonischer Lésung rascher Riickgang und Fett- 
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speicherung in den Protoplasten erfolgt. Auch hatte ich bei Anomoeoneis 
sphaerophora aus Badener Schwefelbadern in der Warme hohe Zucker- 
permeabilitat beobachtet, waihrend die Plasmolyse in kiihlen und kalten 
Lésungen nicht zuriickging. Ubeleis (1957, S. 424) fand an Diatomeen 
(z. B. A. spaerophora, Pinnularia microstauron, Nitzschia hungarica), die 
erst eine Woche nach dem Einsammeln untersucht wurden, eine viel niedri- 
gere Permeabilitat als an frisch gesammteltem Material. 
So waren die Versuche in der 
Ramsau mit bestem, frisch ein- 
gebrachtem Caloneis-Material zu 
wiederholen, die Zuckerlésungen 
nicht mit dest. H,O, sondern mit 
Standoriswasser zu bereiten und 
gleichlaufend das Plasmclyse- 
und Permeationsverhalten in 
ebenso bereiteten Lésungen an- 
derer Anelektrolyten zu unter- 
suchen. 
Ich hatte erst im September 
1957 und wieder im August 1958 
Gelegenheit, solche Versuche in 
der Ramsau auf breiterer Basis 
durchzufiihren. 


Versuche vom Jahr 1957 


Das Material war nichi ganz 
leicht zu beschaffen. Von fiinf 
Proben, die ich am 9. September 
bei warmem Spitsommerwetter 
vom mir bekannten Standort im 
.Hauptgraben* des Schwaiger- 
mooses aufuahm. enthiclt nur Abb. 2. Plasmolyse in 0.8 mol Trauben- 
eine Probe Caloneis einigermaBen sucker. 
reichlich, in den anderen fanden sich nur einzelne Zellen. Auch in jener 
Probe muBten die Algenflocken iiber mehrere Objekttrager ausgebreitet und 
ohne Deckglas durchmustert werden, bis sich im artenreichen Gemisch grii- 
ner Algen kleine Nester von Caloneis fanden, die etwa nach Art der in der 
Soziologie als .gregariae“ bezeichneten Pflanzen auftritt. Nun wurde mit 
Nadeln die iibrige Algenmasse beiderseits sorgsam entfernt, das iiberschiis- 
sige Moorwasser abgesaugt, dann rasch die Lésung im Uberschuf aufgetra- 
gen, die kleinen Restflocken mit Nadeln zerteilt und nach wenigen Minuten 
durch Auflegen des Deckglases zu diinnerer Schicht verbreitert. Meist lagen 
dann die Caloneis-Zellen paarweise nebeneinander, die eben geteilten noch 
in gleicher Héhe (Abb. 3), die meisten aber der Lange nach aneinander ver- 
schoben. Die Zellen sind triage, kaum beweglich oder unbeweglich, ein Nach- 
teil des Objektes gegeniiber Arten, bei denen nach dem Plasmolyseriickgang 
die Kriechbewegung sich rasch wieder einstellt. 
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Noch am 9. September wurde Caloneis in Traubenzucker und Harnstoff 
untersucht. Einige Liter Grabenwasser waren vom Standort eingebracht 
worden, worin nun die eingewogenen Substanzen in geeichten Mefkolben 
gelést wurden. 

Als die Beobachtung in 0,8 mol Harnstoff drei Minuten nach dem Auf- 
setzen des Lésungstropfens begann, zeigte sich Caloneis obtusa schon gut 
und normal plasmolysiert. Nur Zellen, die in Giirtelbandansicht liegen, 
sind gut meBbar. Eine Zelle ergab im Lauf der Riickdehnung folgende 
Plasmolysegrade. 


16°48 Tropfen 0.8 Harnstoff aufgesetzt. 
mit groRem Deckglas bedeckt. T = 19,5°C. 
schéne und starke Plasmolyse, in Giirtelansicht gut mefbar. 
in einer zur Messung gewahlten Zelle. 
1:h = (2—16) : 17 [— 2], G = 0,765. 
(1,.2—16,2) : 17, G = 0,832. 


17h0’ 30” (0. hk, —17, flachkug.) : 17, G= ca. 0.9. 
1°30” deplasmolysiert. 
Protoplastenbreite = 744—8’. 


Im Umkreis lagen 9 weitere Zellen, 3 Paare und 3 Einzelzellen. Alle 
waren 19 Minuten nach dem Aufsetzen des Lésungstropfens glatt deplas- 
molysiert und intakt: eine Einzelzelle war noch schief plasmolysiert, der 
Protoplast wohl wahrend der Riickdehnung ,steckengeblieben“. 

Im gleichlaufenden Zuckerversuch (0.7 mol Traubenzucker im Stand- 
ortswasser) trat in Caloneis schwache Plasmolyse von den Zellenden und 
der Mitte der Zellangsseiten auf, eine Riickdehnung blieb aber véllig aus, 
der Plasmolysegrad blieb waihrend der Beobachtungszeit von 70 Minuten 
unverandert (zwei Zellen einer kleinen Nitzschia sp., die im Gesichtsfeld 
lagen, zeigten starkere, mefkbar-konvexe Plasmolyse, sodann langsamen 
Riickgang, der plasmometrisch verfolgt wurde, AG lag um 0,67). 

Ein Hauptversuch mit Caloneis obtusa verlief am 10. September 1957 
bei noch gleich giinstigem Spatsommerwetter (T = 20,2°C) folgendermaBen 
(das Praiparat wurde durch Umrandung mit Paraffinél vor Verdunstung 
geschiitzt): 


Caloneis obtusa 1.0 mol Traubenzucker 10. IX. 1957 
(Versuch 134. 3) 


Lésungstropfen aufgesetzt 14°38. Imperfekt plasmolysiert 14" 42, Praparat mit 
Paraffinél umrandet; 1’ (Mikrometerteilstrich) = 2.71 u. t = 20,2°C 


1. Messung 2. Messung 3. Messung 4. Messung 5. Messung Revision 
145 50—54 14h 58— 15 03 155 06—11 175 06—11 18h 26—31 12. IX. 
Lch l, L, lL, 1; }, 

(3— 26) : 30 (—3) (3—26) 8,1 br. (3— 26,0) (3,5— 26,2) (4—26) (5— 26) 

Menisken flach- halbkugelig halbkugelig 
kugelig 

2. (ca. 3—26):30(—3) (3,2—26) 8,1 br. (3,2— 26) (3,8— 26) 25,8 (6,5— 24,8) 
geschrumpft 
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1. Messung 2. Messung 3. Messung 4. Messung 5. Messung Revision 
144 50—54 145 58— 152 03 155 06—11 17" 06-11 18h 26-31 12. IX. 
Lch l, 1, l, l . 
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(4— 22) : 25 (—3) (4—22) 8,1 br. (4— 21,8) (4—21,7) (4—21,4) (5—20,3) 
flachkugelig 


geschrumpft 
(4—20) : 24% (—3) (4—20) 8,1 br. (4—20) (4—19,8) (4—19,7) (5—18) 


geschrumpft 
(4— 19.5) : 23 (—3) (2,9—18) 7,5 br. (2,9—18) (3—18) (3— 17,8) (4,5—17) 
fast halbkugelig halbkugelig geschrumpft 
(4—19) : 23 (—3) (4—19,1) 7,5 br. (4—19) (4—18,8) (4—18,4) 


Hier zeigt sich voéllig klar, daB nirgends eine Wiederausdehnung der intak- 
ten, in Zucker plasmolysierten Protoplasten erfolgt — wiewohl ja die Ausdeh- 
nungsfahigkeit der Caloneis-Zellen nach Plasmolyse im gleichlaufenden 
Harnstoffversuch belegt erscheint. Wiederholte Versuche verliefen ahnlich. 

Man muff schlieRen, daf die bei vie- 
len anderen Diatomeen vorhan- 
dene hohe Zuckerpermeabilitit 
dem Plasma von Caloneis obtusa 
fehlt. 

Die ganz leichte Verkleinerung, die sich 
bei vielen Protoplasten, zumal im 4. und 
5. Messungsintervall, zeigt, beruht wahr- 
scheinlich auf Exosmose kleiner Anteile 
der osmotisch wirksamen Vakuolensub- 
stanz, also gewisser chemischer Zellsaft- 
komponenten. Solche Exosmose findet sich 
bekanntlich auch bei Dauerversuchen mit 
Protoplasten von Gefapflanzen allgemein 
wieder (vgl. z. B. H6fler 1926, 1958) und 
wurde iihnlich z. B. von Krebs (1951) an 
Pleurotaenium Ehrenbergii (das nahe an 
unserem Standort im Schwaigermoos frisch 
gesammelt worden war) beobachtet. Abb. 3. Zellenpaar von Caloneis 

Das Priaparat enthielt rings um die obtusa. 

gemessene Gruppe noch reichlich Caloneis- 
Zellen. Es fiel auf, daf ein offenbar eben geteiltes Zellenpaar kon- 
kave Plasmolyseformen mit fixen negativen Plasmolysesorten zeigte, die 
in den Schwesterzellen genau symmetrisch lagen (wie in Abb. 4, S. 18). 
Diese Zellen erhielten ihre Plasmolyseform wahrend der Beobachiungs- 
dauer von 4 Stunden. Uberall sonst war Konvexrundung eingetreten. Die 
Protoplasten scheinen knapp nach der Zellteilung zaher zu sein und an 
den Fixpunkten fester zu haften als im Ruhezustand zwischen den Teilun- 
gen. In allen iibrigen Zellenpaaren (Abb. 3) rundeten sich die Protoplasten 
wie in den einzeln liegenden Zellen, dort waren aber meist die Schwester- 
zelien um ein Stiickchen langsverschoben, die Zellen also nicht so jung ge- 
teilt. 
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Nach zwei Tagen wurden die beobachteten Zellen im paraffinumrande- 
ten Praparat wieder aufgesucht. In Zelle 1 und 6 waren die Protoplasten 
intakt und nur ganz wenig weiter verkleinert; in den vier iibrigen Zellen 
schienen sie leicht beschadigt, doch war die dunkelbraune Farbung der 
Plastiden noch unverandert geblieben. 

Am 12. September setzte regnerisches, kiihles Wetter ein. Das auf dem 
Balkon geschiitzt postierte Algenmaterial war am Morgen des 13. Septem- 
bers auf 8°C abgekiihlt. Der folgende Versuch fand bei 10—11?/,°C statt. 
Die Caloneis-Zellen ergaben konvexe, z.T. etwas verzerrt-konvexe Plas- 
molyse. Viele Zellen des Materials enthielten grofe kugelige Oltropfen. 

In 1.0 mol Harnstoff erfolgte Plasmolyse und Riickdehnung, die in den 
meisten Zellen bis zur normalen Deplasmolyse fiihrte. 


(Versuch 134, 12) 1.0mol Harnstoff 13: EX. 4957 


Liésungstropfen aufgesetzt 12242, 12444 mit groBem (26 X 21mm) Deckglas 
bedeckt. 12"454% mit Paraffinél umrandet. Vier schén aber noch flach plasmoly- 
sierte Zellen zur Dauerbeobachtung gewahlt. Erst bei der dritten Messung um 13" 00 
wird rechenbare Plasmolyseform erreicht. Die lineare Ausdehnung erfolgt gleich- 
maBig (aber naturgem&B rascher, wenn die Protoplasten in das schmilere Zellende 
eintreten). Zellenpaar 1 und 2 6,9’ breit, Zellenpaar 3 und 4 6.6’ breit. 


3. Messung 4. Messung 5. Messung 6. Messung 7. Messung 
13h 0— 13) 03 13h 20—23 13h 40—43 13) 51—54 13> 55—59 
l,:h l, 1, l, a 


1. (3—16,1) : 18,2 (—2) (2—16,2) (1— 16,8) (0,5—17,5) (0—18) 
fast hk., st6Bt an 
2. (3—15,9) : 18,2 (—2) (2,1—16) (2— 16,8) (1,3—17) (1—17,2 
halbkugelig 
. (3—16,3) : 18,8 (—2) (ca. 3— 16,5) (2—16) (2— 16,2) (2—16,2) 
steckt! 
(3—17) : 19 (—2) (2,3—17) (1,3—17) (1—17,7) (1—18,3) 
halbkugelig 
8. Messung 9. Messung 10. Messung 
14> 00—04 14 07—10 149 12—15 
I, ly lio 
schwachste deplasmolysiert 
Grenzplasmolyse 
(1—17,8) (0,2— 18,1) deplasmolysiert 
(2— 16,2) (2— 16,2 (2— 16,5) 
(1—18,8) (0,6 — 18,8) deplasmolysiert 


In Zelle 1. 2 und 4 geht die Plasmolyse glatt zuriick. Zelle 3 steckt bis 14508, 
erst dann setzt die Dehnung des Protoplasten wieder ein; 14612 : (2—16,5), 
14850 : (2—17.1) 15h50: (118.0) habkugelig. 


Pro Stunde AG = 0,267 


Zur Berechnung sind die Messungswerie der Zellen 1, 3 und 4, in denen 
stetige Ausdehnung beobachtet wurde, von der dritten zur fiinften Messung 
gewahlt. Die raschere Langsdehnung im SchluBieil der Versuche, wenn die 
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Protoplasten in die verschmilerten Zellenden treten, ist zur Berechnung 
nicht brauchbar. Es ergibt sich fiir die Stundenriickkdehnung der Wert 
AG=02h. — 

Es galt nun, an frisch gesammeltem Material quantitative Riicdkdehnungs- 
werte AG, (und damit annaihernde Permeationskonstanten P’) fiir Harn- 
stoff, Methylharnstoff und Glyzerin zu bestimmen, um damit fiir Caloneis 
obtusa die wichtigsten Glieder der Permeabilitatsreihe zu ermitteln, die 
fiir die . Typenzuweisung~ (Héfler 1942, 1958, Bogen 1956c) mabge- 
bend sind. Zugleich sollte die nicht dem Zuckertyp angehérige Diatomee 
mit den zahlreichen griinen Algen, Zygnemataceen und Chlorophyceen, 
vergleichbar werden, deren Permeabilitatsverhalten durch die umfassenden 
Untersuchungen von Lenk (1956) schon gut bekannt ist. Krebs (1952) 
hat exakte Permeabilitatswerte fiir einige Desmidiaceen aus dem Ram- 
sauer Schwaigermoos, vornehmlich fiir Pleurotaenium Ehrenbergii und 
Closterium Dianae, ermittelt. 


(Versuch 134, 21) 0.8 mol Harnstoff 97. IX. 1957 


Lésungstropfen aufgesetzt 11%38%, t= 14°C, 1 Strich = 2,71, Zellbreiten 6,9’, 
6,3’, 6,6’; ¢ = 14°C 


Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 
l:h l:h 


11h 42 (2—19,3)* ; 22 (—: 11243 (3—18,2)*: 21 (—2) 11% 44 (3—19)*: 21 (—2) 
45 (2-3 46 (3—18,2) 47 (3—19,4) 
48 (1,7—5 49 (3—18,3) 50 (3—19,8) 
51 (1,5—20,5 51% (3—18,3) 52 (2—18,9) 
53 (1,5—20,! 54 (2,7—18,3) 55 (2—19) 
56 (2,4—18,3) 57 (2—19,2) 
58 (1—21)* 59 (2—18,1)* 12200 ( 
12802 (0,9—22) Grenzpl. 12802 (2—18,5) 03 ( 
05 (2—19,9) 05 ( 


2 
2—19,4)* 
2 
‘= 


pro Stunde AG = 0,508 AG = 0,178 
AG = 0,321 


(Versuch 134, 20) 0.8 mol Glyzerin 
Lésungstropfen aufgesetzt 14228, Prip. umrandet, f 
Zellenpaare : 
Zelle 1 Zelle 2 Zelle 4 
l:h l:h l:h 
14433 (2,0—16,2):19(—2) (2—16,1): 19 (—2) (2— 
36 (2,0—16,1) 2—16 54 (1, ae 
46 (1—16,9) 
15°01 5 (0O—18)* 
16 (2 af y - 39 Grenzpl. 
31 
AG = 0,204 ple AG = 0,356 AG = 0,210 
Mittel: AG = 0,232 
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Einzelzellen: 
Zelle 6 Zelle 7 Zelle 8 
l:h l:h l:h 
149 41—43 (3—19): 21 (—2) (2—16): 19 (—2) (2—15,9) : 19 (—2) 
56—58 (3—19,6)* (2—16,5)* (2—16,9)* 
15 11—13 (2—19,8) (1—17,8)* (1—17,3)* 
40—42 (1—20,3)* deplasmolysiert deplasmolysiert 
AG = 0,260 AG = 0,540 AG = 0,330 


Mittel: AG = 0,377 


In Einzelzellen scheint die Riickdehnung schneller zu erfolgen als in den in Paa- 
ren liegenden Zellen. — Mefwerte* zur Berechnung gewahlt. 


Das Verhalinis der Harnstoff- zur Glyzerinpermeabilitat von 0,321 : 0,295, 
d. i. 1: 0,92, nahert sich mehr einem schwachen Glyzerintyp (amidophoben 
Typ) als dem normalen (amidophilen) Harnstofftyp, bei dem starke Uber- 
legenheit des Harnstoffs die Regel ist; vgl. Lenk (1956), Krebs (1952), 
Pecksieder (1947), — Marklund (1936) und Elo (1937) finden 
fiir Licmophora und Melosira, ganz ahnlich, Verhaltniswerte von 10:9 
und 5: 4. 


(Versuch 134, 25) 0.8 mol Methylharnstoff 28. IX. 1957 


Lisungstropfen aufgesetzt 10°03, alsbald halbkugelige Endplasmolyse; ¢ = 14°C. 
Eine Zelle beobachtet 
105 07 (1—15,9): 17, 5,1 Strich breit, hk. 
105 08’ 00” (1—16,2 
105 09’ 00” (1—16,6) 
105 10’ 00” (1— 16,9) 
10" 11°00" (0,8—17) 


In 4 Min. um 1,3 Strich ausgedehnt, ebenso in der Schwesterzelle des Paares 
Pro Stunde AG = 1,15 


(Versuch 134, 26) 0,8 mol Methylharnstoff 28. IX. 1957 
Liésungstropfen aufgesetzt: 10% 24 
Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 


10h 25% (2—15) : 16% (—2) (2— 14,9) : 161% (—2) (1,3—15) : 17 (—2) 
27%, (2—15,2)* (2—15)* (1,3—15)* 
29% (1,6— 15,2) (1,5— 15,2) (1—15,1) 
32% (1,0—15,2) (1—15,2) (1— 15,7) 
35% (0—16,2)* (0—15,2)* (1—16,2)* 
37144 deplasmolysiert deplasmolysiert (0,6— 16,4) 


Pro Stunde AG = 1,13 


Revision 1130: Zellen lebend. Die Fetttropfen erscheinen entmischt, z. T. eckig 


Wichtig ist weiter der Vergleich der Durchlassigkeit fiir Harnstoff und 
Methylharnstoff. Der letztere permeiert rascher. Das Verhialinis der Me- 
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thylharnstoff- und Harnstoffpermeabilitat entspricht véllig dem Wert des 
Normaltyps. Fiir Bledinum spicant (H6fler 1958, S, 255) wurde der Quo- 
tient METH: HA nach exakten plasmometrischen Messungen zu 2,77 : 1 
berechnet, der Normalwert liegt fiir dieses Objekt, das Prizisionsmessungen 
erlaubt, bei 2,5—2,.8. Collander und Wikstrém (1949) haben ge- 
zeigt, da das Verhalinis der Permeationskonstanten METH : HA nach 36 
von verschiedenen Autoren an verschiedenen Objekien gefundenen Daten 
23mal zwischen 2 und 6 liegt, in neun Fallen kleiner als 2 und in vier Fallen 
angeblich gréRer als 6 gefunden wurde. Die Werte unter 2 leiten iiber zum 
.rapiden Harnstofftyp*, die Werte iiber 6 sind wohl allgemein durch sekun- 
dire Erhéhung der Methylharnstoffpermeabilitat vorgetauscht (vgl. schon 
Pecksieder 1947). 


Das bei Caloneis beobachiete Verhalitnis METH: HA schlieBt wohl 
.Porenpermeation® des Harnstoffs, wie sie vom Gentiana-Sturmiana-Typ 
bekannt ist, aus. 


Von Interesse sind aber vor allem die Traubenzucker versuche 
dieser Reihe, die, mit reicherem Material iiber langere Zeit gefiihrt, nun 
doch die gesuchte, ganz langsam erfolgende Riickdehnung 
erkennen lieRen. 


Der Versuch 17 ist mit einem gleichzeitig ausgefiihrten Harnstoffversuch 
(AG = 0,424) voll vergleichbar. Beriicksichtigt man die Zuckerprotoplasten, 
die sich gut riickkdehnen, so erhalt man fiir die Zeit von 13" 20—16" 45, d. i. 


in 205 Minuten eine mittlere Stundenriickdehnung von AG = 0,020 (wiirde 
die steckengebliebene Zelle 5 eingerechnet, so ergiabe sich 0,014). Der Stun- 
denwert der Riickdehnung im Harnstoff, der AG — 0,42 betragt, liegt also 
21mal hoéher als der Traubenzuckerwert. 


Ein Rohrzuckerversuch lie® keine klare Riickkdehnung erkennen. Ein 
weiteres Versuchspaar ergab als vergleichbare Werte fiir Traubenzucker 
AG = 0,0227 und fiir Rohrzucker AG = 0.0113. 


(Versuch 134, 17) 0.8 mol Traubenzucker 28. IX. 1957 


Lésungstropfen aufgesetzt 123344, umrandet, Protoplasten runden sich etwas lang- 
samer 


1. Messung 2. Messung 3. Messung 4. Messung 
132 15—20 13h 22—% 14h 2230 165 37—45 
1,:h (korr.) 
(2—20,8) : 22,5 2—20, 2—21,: 2— 22,2) 
(1,4—20) : 20.5 3—2 y (0,8— 21) 
(1,5—17): 18 : Grenzplasmol. 
(2— 18,5) : 19 2— 18, (1,6— 18,5) (1— 18,9) 
(2—17,1) : 19 ‘ ( (2—17,1) (2—17.3) 


Zelle 1—4 Stundenwert AG = 0,020 (mit Zelle 5, die steckengeblieben, AG = 0,0145) 
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(Versuch 134, 16) 0,8 mol Traubenzucker 27. IX. 1957 
Lésungstropfen aufgesetzt 12°46. Priparat umrandet. Plasmolyse 12450  flach- 
kugelig; t= 15°C 
Zelle 1 Zelle 2 Zelle 3 
lsh l:h l:h 


12455 (2,5—14):17(—2)  (3—14,2):17(—2) (2—17,2): 19 (—2) 
13h 12 (3—14)* (3—14)* (2—17,3)* 
14h 12 (3—14,2) (3—14,2) (2—17,3) 
154 22 (3—14,6) (3—14,3) (1,5—17,5) 
18h 12 (2—15,2)* (3—15,3)* (0—18)* 


Pro Stunde AG = 0,0227 


Revision 28, IX. 91 40f.: Die Mehrzahl der Zellen normal deplasmolysiert, ein 
kleinerer Teil noch plasmolysiert, wenige verstirkt plasmolysiert. 


(Versuch 134, 19) 0,8 mol Rohrzucker 27... TX. £957 
Tropfen aufgesetzt 13" 05%. 13°16 flachkugelig, 14201 annahernd halbkug, Zellen- 
paare, f= 14°C 

1. Messung 2. Messung 
14h 06—10 185 01—03 
Ais l, 
Zelle = (3—19,2) 
Zelle : i ay : (3— 18,9) 
Zelle ¢ : ; 20, 2 (2—19,2) 
Zelle 2—18):3 (—2 (2-- 19,2) 


Zelle £ 2,3- : 20,£ 2 (2—19) 
2 


Zelle 6 (2—17,5) 20,5 (—2) (2—18,2) 
Pro Stunde AG = 0,0113 
Revision 28. IX. 9430 f.: Plasmolyse leicht verstirkt, die Hialfte der Zellen noch 
mit glatten Menisken. 


fiir die Permeabilitiisreihe von Caloneis obtusa haben die glatt ver- 
laufenen Versuche als Naherungswerte der Permeationskonstanten folgende 
Riickdehnungswerte ergeben: 
Methylharnstoff : Harnstoff : Glyzerin : Traubenzucker 
AG = 1,14 0,381 0,319 <= 0,02 


Setzt man den Harnstoffwert gleich 1, so ergeben sich die Verhaltniswerie: 
3.0 : 1 : 0,84 : =< 0,053 


Versuche vom Jahr 1958 


Ich liebe es, zellphysiologische Versuche am gleichen Objekt in auf- 
cinanderfolgenden Jahren zur gleichen Jahreszeit zu wiederholen, wo sich 
die Méglichkeit dazu bietet. 

So wurde den Fragen der Permeabilitat der unerwartet sciwach zucker- 
durchlassigen Diatomee Caloneis obtusa nochmals im August 1958 eine 
Versuchsreihe gewidmet. Es galt vor allem, die Zuckerversuche ein weiteres 
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Mal zu wiederholen und das Verhalten der Versuchsalge in Glyzerinlésung 
sowie das Verhiltnis der Glyzerin- zur Harnstoffpermeabilitat neu zu er- 
mitteln. Ferner war die qualitative Kenntnis des Objekts zu vertiefen; 
dabei waren besonders die grofen Olkugeln (Abb. 1, 6) zu untersuchen 
und eine an vereinzelten Zellen auftretende Anomalie, die sich im Gehali 
an (farbbaren) Koérnchen ausdriickt, kennenzulernen. 

Weiter konnte ich vor allem am 2. September frisches Material, sorgsam 
vor Erwarmung geschiitzt, nach Wien bringen, wo mein Assistent, Dr. Wal- 
ter Url, am 4. und 6. September die in dieser Arbeit wiedergegeberen 
Photos anfertigte. 

Bei genauer Kenninis des Standortes ist es 1958 gelungen, Algenproben 
aus dem Hauptgraben des Schwaigermooses einzubringen, welche Caloneis 
in viel reicherer Menge als die friiheren enthielten. Die 1958 gemeinsam 
mit Dr. L. Fetzmann durchgefiihrte dkologisch-soziologische Unter- 
suchung dieses Haupigrabens ergab, daft Caloneis nur in dem Teil des 
Grabens vorkommt, der, westlich eines vom Berghang herzuflieBenden 
Bachleins, etwas niahrstoffreicher, wohl auch Ca-reicher ist. Herr Doz. 
H. Kinzel hat an frisch nach Wien gesandten Wasserproben die Alkalini- 
tat und den pH-Wert bestimmt. Ersiere betrug 0.5 gegen < 0,23 im Ostteil. 
Der pH-Wert, mit Glaselektrode im direkt zeigenden pH-Mefgerat 
Metrohm ermittelt, betrug am Caloneis-Standort 6,3 gegen 5,4 im nahrstoff- 
armen Ostteil. Caloneis ist also keine Hochmoorform. Sie ist nach Hustedt 
(1930, S. 240) eine nordisch-alpine Art, die zumal in Alpenseen haufig ist. 
Caloneis scheint geringe Anspriiche an die Sauersiofftension zu stellen, sie 
iritt nicht im Auftrieb und in den Algenwatien an der Oberflache, sondern 
in einer Tiefe von 1 bis 3dm, den griinen Algenwatten eingestreut, auf. 


A. Durchlassigkeit fiir Zucker, Erythrit und Glycerin. Am 23. VIII. wurde 
von einer Exkursion ins Schwaigermoos reiches Material von Caloneis- 
haltigen Proben eingebracht. Knapp nach der Riickkehr priifte ich das 
Verhalten in Glyzerin und am folgenden Tag in ausfiihrlichen Versuchen 
das Verhalten in Traubenzucker und Rohrzucker. 


0.8 mol Glyzerin 23. VIII. 1958 
Lésungstropfen aufgesetzt 175 46. Zelle 1 ohne Oltropfen, Zelle 2 mit Oltropfen. 
Weitliniger Mikrometer: 1’ = 4/6 uw. 
Zelle 1 Zelle 2 
I:h I:h 


(7h 58 (2,4—11)*:13,8(—2) 18" O4 (1,2—13)*: 14 (—2) 
18h 03 (2,15—11) 06 (1,0—13) 
08 (1,9—11) 11 (1,0— 13,4) 
13 (1,9—11,3) 16 (1,0—13,75) 
18 (1,9—11,5) 21 (0,6—13,7)* 
23 (1,8—11,7)* 
Pro Stunde: AG = 0,265 Pro Stunde: AG = 0,325 
AG = 0,295 
Der Traubenzuckerversuch, bei dem acht Zellen gemessen wurden, verlief 
ahnlich wie die friiher mitgeteilten. 
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Am 25. August, 10"20f., d.i. 20 Stunden nach Versuchsbeginn, wurde 
der Versuch revidiert und die relativ reichlich vorhandenen Caloneis-Zellen 
durchgezahlt. In allen Teilen des Praparates war ein Teil der Zellen nor- 
mal deplasmolysiert, ein annahernd gleich grofer Teil noch normal plas- 
molysiert, nur in einem kleineren Teil waren die Protoplasten leicht ver- 
kleinert aber noch konvex, in anderen geschrumpft und, einsetzender 
Schiidigung entsprechend, unregelmaBig konturiert. Die Auszihlung ergab: 
23 Zellen = 37% 

19 Zellen = 31% 
10 Zellen — 16% 
10 Zellen = 16% 

Die Riickdehnung erfolgt also ungleichmafig 2. Der Versuch ist wichtig. 
denn er machi das Plasmolyseverhalten von Caloneis einigermafen ver- 
gieichbar mit dem der friiher genau studierten, hoch zuckerdurdhlassigen 
Diatomeen. Es ist sehr wahrscheinlich, daft diejenigen Zellen, bei denen 
die langsame Riickdehnung bis zur normalen Deplasmolyse fiihrt. die nor- 
male, kleine, aber doch deutlich vorhandene Zuckerpermeabilitat des Plas- 
mas reprasentieren, wihrend die noch normal plasmolysierten Protoplasten, 
um den in der Plasmometrie iiblichen Ausdruck zu gebrauchen, wahrend 
der Ausdehnung ,,steckengeblieben“ sind. Nur eine Minderzahl der Zellen 
zeigt Schadigung. die verkleinerten, konvex gebliebenen eine leicht erhéhie 
Durchlassigkeit fiir Zellsafistoffe und Exosmose, die unregelmafig ge- 
schrumpften eine beginnende, auch gestaltlich sichtbare Nekrose. 

Der Rohrzuckerversuch vom 24. August ergab die relativ rascheste 
Riickdehnung. die bei Caloneis in Rohrzuckerlésung beobachtet worden ist. 


normal deplasmolysiert 
noch normal plasmolysiert 
verkleinert, noch konvex 
unregelmaRig geschrumpft 


0,8 mol Rohrzucker 24. VIIT. 1958 

Lésungstropfen aufgesetzt 15511, umrandet; um 15435 sind die Menisken der 
Protoplasten halbkugelig: ft —17°C. Schwiachere Vergréferung, Mikrometer weit- 
linig, 1’ = 4/, 


Zelle 1 Zelle 2 


152 35 
45 

55 

162 05 
5 


18h 15 


4,5 br. 


(1,7—13,2): 14,8 (—1) 
(1,4—13,2) 
(1—13) 
(1—13,1) 
(1—13,3) 

(1 —13,6) 


4,8 br. 


(1,7—13,1): 14,5 (—1) 


(1,4—13) 
(1,3 —13) 
(1,2—13) 
(1,1—13) 
(1—13,2 


Revision 25. VIII. 105 (2—13,3) (2—13) hk. 
halbkugelig 

2 Ungleichen Plasmolyseriickgang bzw. ungleiche Plasmolysegrade nach 48stiind. 
Plasmolyse in 10% Rohrzucker hat zuerst Cholnok y (1935, S.162) an Melosira 
arenaria beobachtet. ..Ein Unterschied ist gegeniiber kurzdauernden Plasmolysen 
insofern vorhanden, als die Plasmakérper recht ungleichmafRig gro sind. Wahrend 
die Ausdehnung der Plasmaschliuche am Anfang der Plasmolyse auffallend gleich- 
mafRig ist, konnten nach 48 Stunden grofe Dimensionsverschiedenheiten nachgewie- 
sen werden.“ Hier wird iibrigens auch iiber Riickdehnung in hypertonischer 
Zuckerlésung bei Diatomeen zum erstenmal berichtet. 
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Aus dem Zweistundenintervall errechnet sich AG =0,011. Wiirde ab 
15" 45 die Riickdehnung berechnet, so ergabe sich AG — 0,014. Das ist aber 
auch die rascheste Ausdehnung, die 1958 in Rohrzucker beobachtet wurde. 
Bis zur Deplasmolyse gelangen die gemessenen Zellen nicht. Am folgenden 
Morgen haben sich im Gegenteil die Protoplasten, wohl durch Exosmose, 
ein wenig verkleinert. 

Ein orientierender Erythrit-Versuch ergibit recht langsame Ausdeh- 
nung, die etwa dreimal langsamer erfolgt als im vergleichbaren Glyzerin- 
Versuch; immerhin wird belegt, da& Caloneis auch fiir Erythrit nur ganz 
langsam durdhlassig ist und keineswegs etwa so schnell wie Marklunds 
und Elos Brackwasserdiatomeen. 


0,8 mol Erythrit 24. VIIT, 1958 


Lésung aufgesetzt um 16450, t = 16%—16°C. Zelle 1, 2 Einzelzellen, 3, 4= Zellen- 
paar, ¢ = 17°C : 


1. Messung 2. Messung 3. Messung 4. Messung 
175 04—07 175 09—12 175 19—23 174 29—32 
1 1, 1; \ 
Zelle 1 (1,2—1%): 15 (—1) (1,1—13) (1,0—13) (1,0—13,1) 
(1,5—11,7): 13,2 (—1) (1,5—11,9) (1,5—12) (1,3—12) 
(2— 12,8): 14,8 (—1) (2— 12,6) (2—12,5) (2— 12,5) 
imperfekt noch nicht 
ganz perf. 
2,5—13,5): 14,8 (—1) (2,5— 13,5) (2,4—13) (2,2—12) 
imperfekt jetzt meBbar 


2 
3 


AG = 0,095 


Nur die Einzelzellen sind rechenbar. In den Zellen des Paares bleibt die 
Plasmolyse zu lange imperfekt, vgl. S. 9 und Abb. 4. 


B. Fiir die letzte Hauptversuchsreihe diente wieder ganz frisch ge- 
sammeltes Caloneis-Material, das am Vormittag des 28. August prazise 
vom Standort bei sonnigem Spatsommerwetter eingebracht wurde. Die 
Temperatur am Standort und die der Versuchslésungen betrug um 20°C. 
Die Permeabilitat ist abweichend hoch. Die Werte des Harnstoff- und 
Glyzerin-Versuches sind vergleichbar. Traubenzucker und Erythrit wurden 
in derselben Reihe gepriift. 


1,0 mol Harnstoff 28. VIII. 1958 
Lisungstropfen aufgesetzt 13016, Prip. umrandet. ab 17% beobachtet: t = 20°C 


149184, (ca. 2—11,5): 13,2 (—1) 14h 24 (1,0— 12,3) 
(1,9—12)* halbkugelig 25 (1,0— 12,5) 
(1,6—12) 26 (0,7 — 12,5)* 
(1,3—12) 27% (0,5 — 12,6) 
(1,0—12) 29—29¥% Grenzpl. — Depl. 


Pro Stunde AG = 1,27 
Protoplasma, Bd. LII/1 
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1,0 mol Glyzerin 28. VIII. 1958 
Liésungstropfen aufgesetzt 14"57; t= 20%°C 
Zelle 1 Zelle 2 
144444, (ca, 2—12,5):14,8(—1) 14946 (ca. 2—13,5): 14% (—2) 
52% (2—12,6)* 53 (2—13,2)* 
58 (1—13,1) 58Y%, (1— 13,0) 
155 02 (0,6 — 13,1) 152 02%, (0,7 — 13,4) 
04 (0,4—13,4)* 041% (0,4—13,5)* 
07 starke Grenzpl. 07% Grenzplasmolyse 
08%, schon Depl. AG = 0,73 
AG = 0,91 


AG = 0,82 


Es verhialt sich hier die Permeabilitat fiir Glyzerin zu der fiir Harnstoff 


nur etwa wie 0.65: 1. 
Die Glyzerin-Versuche sind von besonderem Interesse. Der 
Hauptversuch vom 28. August wurde am folgenden Tag revidiert. Alle 


Abb. 4 
Abb. 4. Caloneis obtusa, frisch geteilt, in 0,8 mol Erythrit konkav plasmolysiert. 
Abb. 5. Caloneis obtusa in 1,0mol Glyzerin. Die Kontur der Oltropfen ist ver- 
andert, leicht eckig. 


Zellen sind deplasmolysiert, nirgends sind die Protoplasten wahrend der 
Ausdehnung steckengeblieben, vielfach erscheinen sie noch normal, in 
mehreren sind aber die Plastiden geschrumpft. Es fallt auf, da® vielfach 
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die Oltropfen nicht mehr kugelig, sondern verschiedenartig eingedellt und 
gleichsam ausgenagt erscheinen. Die Form der Oltropfen ist ja bei Caloneis 
allgemein ein gutes Kriterium fiir den Lebenszustand und die Intaktheit 
der Protoplasten. Bei der Wiederholung des Versuches in Wien wurde das 
in Abb. 5 wiedergegebene Photo aufgenommen. 

Auch das Plasmolyseverhalten in Salzlésungen wurde noch orientierend 
gepriift. Man erhalt in kraftig hypertonischer KCl-Lésung eine starke, 
schéne Konvexplasmolyse, die sich im eingeschlossenen Praparat in einem 


Abb. 6 Abb. 7 Abb. 8 
Abb. 6 bis 8. Olkugeln in Caloneis-Zellen. 


Teil der Zellen bis zum folgenden Tag erhalt. Caloneis obtusa erscheint 
damit auch einigermafen salzresistent. 

C. Recht kennzeichnend fiir Caioneis sind die Olkugeln, die sich 
nicht in allen Zellen, aber in einem grofen Teil des intakten Materials auch 
im Hochsommer finden. Ihre GroéBe schwankt stark. In Abb. 6 sind zwei, 
in Abb. 7 je mehrere Olkérper pro Zelle vorhanden, Abb. 8 zeigt, da die 
Olkugeln in der toten Zelle iiberdauern. Die mathematische Kugelrundung 
und der klare, nicht allzu stark lichtbrechende Inhalt machi die Kugeln 
den Tonoplasten ahnlich, die sich bei Diatomeen oft schon im Leben zeigen, 
ja ich hatte sie anfangs fiir solche gehalten. Ich habe dann 1959 die bei 
Hoéfler und Diskus (1957) ausfiihrlich beschriebene Nilblaufarbung 
angewandt. 

Der basische Oxazinfarbstoff Nilblau farbt polar gebaute Lipoide blau, 
Neutralfette orangebraun. Bei H6fler und Diskus wurde folgender- 
maen vorgegangen. Durch kraftig vitalgefarbte Algenproben wird stark 


D* 
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alkalischer n/i{5 Stammpuffer (aus 4 Teilen KH,PO,-+ 6 Teilen Na,PO,) 
hindurchgesaugt: in geschadigten oder absterbenden Zellen wird der zuvor 
blaue Nilblaufarbstoff von den Fetttropfen mit grell orangebrauner Farbe 
aufgenommen. 

Ich habe 1958 die Caloneis-haltigen Algenpraparate mit Nilblau 1 : 5000 
pH um 11 vorgefarbt und nach 10 bis 12 Minuten ungefarbte Pufferlésung 
pH 12 durchgesaugt. Diese Lésung schadigt die Diatomeen. Andere Arten 
(Anomoeoneis brachysira Breb., Pinnularia gibba Ehrenb., Frustulia rhom- 
boides (Ehr.) de Toni, Navicula Hoefleri Cholnoky 1953, S. 607) zeigen 
bald priachtig orangebraun gefarbte Oltropfen. In getéteten Caloneis-Zel- 
len blieben aber die Kugeln klar und farblos, auch wenn die Plastiden 
schon zerfielen. In anderen gleichen Versuchen farbte Tabellaria flocculosa 
die Olircpfen schén orange, die Tropfen in Caloneis blieben farblos. — Es 
gelang dann aber, in toten, freiliegenden und keiner Speicherkonkurrenz 
ausgesetzten Caloneis-Zellen doch die Oltropfen anzufarben, und solche 
Praparate lassen immerhin den Zweifel, ob Olkugeln oder Tonoplasten 
vorliegen, verstummen. 

Ob die geringe, verminderte Reaktionsfahigkeit bzw. Farbbarkeit der 
Olkugeln von Caloneis obtusa auf chemisch abweichender Konstitution des 
Reservefettes dieser Art beruht, bleibt zu untersuchen. 

Ein anderer, vom Ol verschiedener Inhaltskérper der Caloneis-Proto- 
plasten sind unregelmaBig umrissene Korner, die sich mit basischen Farb- 
stoffen schwach vital farben. Sie finden sich iiberall nur in einzelnen Zell- 
individuen, die wohl als abnormal zu werten sind (Abb. 9a, b). Doch leben 
die Zellen. Es ist unbekannt, ob diese Kérner einem im Stoffwechsel erzeug- 
ten Ausscheidungsprodukt entsprechen oder ob sie etwa durch Parasiten 
gebildet werden. 


Riickblick und Besprechung 


An zahlreichen Diatomeenarten ist festgestellt worden, da Plasmolyse 
in Zuckerlésung recht rasch und viel rascher als bei anderen Pflanzenzellen 
zuriickgeht. Die nachstliegende Deutung ist, das Phanomen auf eine hohe 
Zuckerpermeabilitat des Diatomeen-Protoplasmas zuriickzufiihren. Ich 
habe (1940, S. 102) .mit gewissem Vorbehalt die Verallgemeinerung ge- 
wagt™. daf das Plasma der Diatomeen durch eine ungewohnlich hohe 
Zuckerpermeabilitat ausgezeichnet sei, und habe darin, vom Standpunkt 
der vergleichenden Protoplasmatik, einen kennzeichnenden Zug des Diato- 
meenplasmas erblickt. 

Die Verallgemeinerung besteht nun nicht zurecht. Zwar fand sich die 
rasche Riickdehnung der Protoplasten in anfangs plasmolysierender 
Zuckerlésung bei vielen Spezies wieder (HOfler 1943, Héfler, Url 
und Diskus 1956, Ubeleis 1957). Ich habe aber auch viele Arten 
kennengelernt, die den raschen Plasmolyseausgleich vermissen lieBen. Ein 
solches Objekt ist Caloneis obtusa. Es ist zur plasmometrischen Unter- 
suchung vorziiglich geeignet, da sich die Protoplasten nach Plasmolyse 
meist bald konvex abrunden, und erlaubt bessere quantitative Bestimmung 
an Einzelzellen als sie sonst bei Diatomeen vorliegen. Die Art wurde in zwei 





Uber die Permeabilitaét der Diatomee Caloneis obtusa 21 


Sommern in frischem Zustand in der Ramsau, dazu seit Jahren an nach 
Wien eingebrachtem Material untersucht; ich kann mit Sicherheit aussagen, 
daft bei ihr eine hohe, zu raschem Plasmolyseriickgang fiihrende Zucker- 
permeation nicht vorkommt. 

Streng vergleichbare Parallelversuche in Harnstoff, Methylharnstoff und 
Glyzerin ergaben dort glatte Riikdehnung und Permeabilitatswerte, die, 
bei leichter Férderung des Glyzerinwertes, dem Normaltyp der Permeabili- 
titsreihen entsprechen. 

Die Genauigkeit der Bestimmungen ist immerhin durch die Form der 
zum Ende verjiingten Zellraume begrenzt. So kénnen als Naherungswerie 


Abb. 9 a, b. Caloneis obtusa mit Olkiigelchen und farbbaren Kérnchen. Ein Zellen- 
paar bei héherer und tieferer Einstellung. 


anstatt der Permeationskonstanten die Stundenwerte der Riickdehnung 
AG verwendet werden. Sie ergeben die Reihe 
Methylharnstoff : Harnstoff : Glyzerin : Erythrit : Traubenzucker 
3,0 : 1 - 0,8 : 0,25 r < 0,06 
Als Stundenwerte der Riickdehnung sind unter sich vergleichbar 


AG = 1,14 0,381 0,307 0,095 < 0,02 


Die Existenz des ..Diatomeen-* oder ,,Zucker-Typs* der Permeabilitats- 
reihen ist von 1936 bis 1955 unangefochten geblieben und erst von Bogen 
und Follmann (1955) und Bogen (1956a, c) angezweifelt bzw. ver- 
neint worden. Die genannten Autoren meinen, die beobachtete Riickdeh- 
nung miisse nichi ausschlieBlich auf osmotischer Zuckerpermeation beruhen, 
sie konne auch durch drei andere Faktoren bewirkt werden, nimlich nicht- 
osmotische Zuckeraufnahme, osmotische Wasseraufnahme und_ nichtosmo- 
tische Wasseraufnahme, und diese vier GréBen kénnen sich in mannigfacher 
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Weise iiberlagern. Denselben Einwand hat Bogen (1956b u. a. and. O.) 
iibrigens generell gegeniiber allen Bestimmungen der Plasmapermeabilitiat 
nach osmotischen Methoden erhoben. Weiter wurde von Bo ge n (1956 a) und 
Bogen und Follmann (I. ¢., S. 153) auch die iibliche Bestimmung des 
osmotischen Wertes von Pflanzenzellen nach plasmolytischen Methoden an- 
gefochten: .Mit den plasmolytischen Methoden aber erhaélt man nur einen 
scheinbaren’ osmotischen Wert bei Grenzplasmolyse, der wegen des mit 
erfaBten Betrages an nichtosmotischem Wasser in der Regel viel zu hoch 
ausfallt.“ 

Der Einwand ist in unserer Erwiderung (Hé6fler und Url 1958) ent- 
kraftet und es ist auf die Unhaltbarkeit der Vorstellung vom ,,nichtosmo- 
tischen“ Zellsaftwasser hingewiesen worden, das unter dauernder Energie- 
leistung des Protoplasten in osmotisch nichidisponiblem Zustand festge- 
halten werden soll. Was dort ausgefiihrt wurde, soll hier nicht wiederholt 
werden. Der Ausdruck .,nichtosmotisch“ im Sinne von ,aktiv“, d. h. unter 
Energieleistung erfolgend, stammt iibrigens nicht von Bogen, sondern aus 
der amerikanischen Literatur. Le vit t (1947, 1953, 1954 ff.) hat als Kritiker 
zu den Fragen der nichtosmotischen Wasseraufnahme und Wasserfiihrung 
entscheidend Stellung genommen. 

Bogens Gedanke, daf ein plasmolysierier Protoplast .aktiv* allein 
Wasser, ohne gelésten Stoff, aufnehmen und sich so gegen das osmotische 
Gefalle, d.h. unter Verdiinnung des Zellsaftes, ausdehnen kénne, ist abzu- 
lehnen. Ebenso ist die Vorstellung, da das Plasma eine nichtosmotische 
Wasserfiihrung des Zellsaftes aktiv, unter dauernder Energieleistung 
aufrecht erhalte. vom kausal-zellphysiologischen Standpunkt nicht an- 
nehmbar. Aber gerade von dieser neu eingefiihrten Variablen, dem nicht- 
osmotischen Vakuolenwasser, wird auch in den Diatomeenstudien der ge- 
nannten Autoren iiberall Gebrauch gemacht. 

Vorgange aktiver St of f aufnahme der Zelle, die zur Speicherung fiihrt, 
sind in weitester Verbreitung bekannt und die Unterscheidung von ..pas- 
siver”, d.h. nach dem Fickschen Gesetz erfolgender Permeation, und .,akti- 
ver”, unter Energieaufwand erfolgender Akkumulation, beherrscht die 
moderne Stoffwechselphysiologie. 

Die aktive Speicherung ist aber bekanntlich nur bei ungestérter 
Energiezufuhr, im allgemeinen nur bei intakter Atmung méglich und durch 
Narkose ausschaltbar. Sie ist an plasmolysierten Zellen nicht 
nachgewiesen (A risz): es ist unbewiesen und sehr unwahrscheinlich, daf 
sie hier an der die Riickkdehnung verursachenden Stoffaufnahme Anteil hat. 
Es ist daher die Vorsiellung Bogens und seiner Mitarbeiter, daB bei der 
Riickdehnung plasmolysierter Protoplasten allgemein Vorgange osmotischer 
und nichtosmotischer, passiver und aktiver Stoffaufnahme interferieren, ab- 
zulehnen. Die Rechnungsansatze zur Aufschliisselung und zahlenmafigen 
Trennung der Komponenten fufen meist auf unbewiesenen und unzutref- 
fenden Voraussetzungen (H6fler und Url 1958, S, 473). 

Andererseits ist in den in Rede stehenden Arbeiten der Autoren reiches 
Beobachtungs- und Versuchsmaterial niedergelegt (F ol 1 mann 1958), das 
nicht wird vernachlissigt werden diirfen. 
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Die von Bogen und Follmann (1955) mitgeteilten Versuchsdaten 
lassen erkennen, daf an den von ihnen meist verwendeten Arten Melosira 
varians und M. arenaria der Riickgang der Zuckerplasmolyse nur mit maBi- 
ger, ja relativ geringer Geschwindigkeit erfolgt. Die Permeationswerte blei- 
ben weit zuriick hinter vielen der von Marklund, Elo, Héfler, 
Hoéfler, Url, Diskus und Ubeleis ermittelten; da liegen die Per- 
meationskonstanten P’ groBenteils zwischen 0,5 und 1,3. Wahrscheinlich zah- 
len also die SiiBwasser-Melosiren zu den fiir die Zucker nur maBig oder 
schwach permeablen Arten (vgl. S 16, FuBnote). Um aber iiber die Existenz 
des Zuckertyps der Permeabilitatsreihen zu entscheiden, empfiehlt sich offen- 
bar mehr das Studium der hochpermeablen Arten, von Anomoeoneis, den 
Brackwasserformen (vgl. auch H. Fischer 1952) und vielen anderen '. 
Was nun die Frage der allgemeinen Zugehérigkeit des Diatomeenplasmas 
zum ,Zuckertyp” betrifft, so steht als Ergebnis der neueren Versuche fest, 
da Caloneis obtusa — und gleich ihr zahlreiche andere Arten — nicht zum 
rapiden Zuckertyp zu stellen sind. Es ist indes zu beachten, daf vereinzelt an 
optimalem, spaitsommerlichem Material doch auch bei C. obtusa eine Riick- 
dehnung bzw. Zuckerpermeation — von P’ um 0,02 — bechachtet wurde, die 
immerhin etwa 10mal schneller erfolgt als die Permeation der Zucker bei 
Gewebszellen héherer Pflanzen (vgl. Hofmeister 1942, Héfler 1926). 
Darin nahert sich also Caloneis doch einigermaBen dem durch die hoch- 
permeablen Arten reprasentierten Zuckertyp. Freilich sind Zuckerperme- 
ationswerte von ahnlicher GroBenlage von Lenk (1956) auch in anderen 
Algengruppen (bei Microspora tumidula, Tribonema vulgare, einigen Oedo- 
gonium-Arten) gefunden worden. 


In Kiirze sei schlieBlich auf ékologische Ziele vergleichender Permeabili- 
titsstudien an verschiedenen Diatomeenarten hingewiesen. Es ist nicht zu 
verkennen, daB die meisten Kieselalgen, fiir die bisher eine hohe Zucker- 
(und Salz-) Permeabilitat nachgewiesen erscheint, Halobionten oder doch 
fakultativ halophile Arten sind. Hingegen ist Caloneis obtusa halophob. 
Die der gleichen Gattung angehérende Caloneis amphisbaena (Bory) Cleve, 
die in den Donaualtwassern um Wien haufig ist (Cholnoky 1955), ist 
nach Hustedt (1930, S. 230) im SiiBwasser iiberall verbreitet, erreicht ihre 
beste Entwicklung aber im schwach salzhaltigen Wasser. Diese Art zeigt 
nach wiederholter Beobachtung Riickgang der Zuckerplasmolyse auch an 


1 Auch Foll mann, der zahlreiche marine Diatomeen in seine Untersuchungen 
einbezogen hat, teilt (in litteris) mit, da® gewife Diatomeen — Grammatophora 
marina var. adriatica und Leptocylindrus adriaticus — zur .Gruppe mit lang- 
samer Deplasmolysegeschwindigkeit in Rohrzuckerlésungen, hingegen Fragillaria 
hyalina, Guinardia blavyana, Melosira arenaria, Melosiri varians und Rhizosolenia 
stolterfothii zur .Gruppe mit mittlerer Deplasmolysegeschwindigkeit in Rohr- 
zuckerlésungen* und Adhnanthes lanceolata var. rostrata sowie Gomphonema con- 
strictum var. capitata zur .Gruppe mit hoher Deplasmolysegeschwindigkeit in 
Rohrzuckerlésungen* tendieren. — Der Interpretation der Befunde in Foll manns 
Arbeit (1958, S. 681, vgl. 1956) und seinem Versuch, osmotische und nichtosmotische 
Anelektrolyt- und Wasseraufnahme zu unterscheiden, kann ich nicht beistimmen. 
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dem dem Siifwasser entnommenen Material. Andere Beispiele schlieBen 
sich an. 

Als eine dankbare Aufgabe vergleichender Versuche muff die Lésung 
der Frage erscheinen, ob hohe Zucker- und hohe Salzdurchlassigkeit Hand in 
Hand gehen, und ob, vom Gesichtspunkt der protoplasmatischen Okologie 
(Bieb]), es etwa die Halobionten im weitesten Sinne sind, die auch durch 
eine fakultativ hohe Permeabilitat, nicht nur fiir Kochsalz, sondern auch 
fiir die Zucker und andere grofmolekulare, schwachst lipoidlésliche Ver- 
bindung ausgezeichnet sind. 
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Ein Polaritatsmechanismus der Zelle 
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Experimentelle Untersuchungen iiber polare Transporte [1, 2, 3, 4! 
haben uns seit Jahren nach einem Erklarungsprinzip allgemeiner Anwen- 
dung suchen lassen. Das Resultat sei im folgenden in gedrangter Form 
dargestelli, ohne Angabe der zugrunde liegenden Uberlegungen oder der 
verarbeiteten Tatsachen aus der allgemeinen Zellphysiologie. 

Man kann sich vorstellen, daf die Permeabilitats-, Erregungs-, Polaritats- 
Phainomene in der Zelloberflache durch einen Grundmechanismus bedingt 
sind. Nach dem derzeitigen Stand der physikalisch-chemischen Erkenntnisse 
und den Ergebnissen der Zellphysiologie erscheint es méglich, einen solchen 
Mechanismus mit der Erscheinung der reversiblen Denaturation bzw. Kon- 
traktion von Proteinen in Verbindung zu bringen. Es wurde schon ver- 
schiedentlich an diese Méglichkeit gedacht zur Erklarung von Erregungszu- 
standen, Plasmastrémung, Ionenakkumulation im allgemeinen [13, 14, 10, 
15] und im besonderen der Plasmastrémung |7, 8, 9, 10, 11], Nervenerregung 
[15, 16, 17], Permeabilitat [5, 6], Narkose [12] usw. Jedoch wurde bisher 
kein detaillierter Mechanismus formuliert, der es erméglicht, diese verschie- 
denen Erscheinungen nur angenahert oder etwa in ihrem Zusammenhang 
zu verstehen. 

Wir nehmen nun an, daf die normale Zelle ein dynamisches Gleichge- 
wicht aufrechterhalt zwischen der linearen Form von korpuskuliren Pro- 
teinen (Globuline, Albumine) im Endoplasma und der sphirischen Kon- 
figuration im Ektoplasma. Das Ektoplasma der Ruhezelle sei ein Gel und 
bestehe aus Spharoprotein mit dazwischen gelagerten Phospholipoiden, 
wahrend das Sol des Binnenplasmas aus der gestreckten linearen Form auf- 
gebaut sei. Zwischen Ektoplasma und Endoplasma befinde sich eine Zone 
des dynamischen Gleichgewichtes der beiden Molekularformen (Abb. 1). 
Die Lage dieser Schicht ist veranderlich nach Magabe der Faktoren, die 
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das Gleichgewicht bestimmen. Wenn die nativen gefalteten Makromolekiile 
des Ektoplasmas aufgefaltet bzw. denaturiert werden, dann riickt die 
Schicht des Gleichgewichtes bis zum Verschwinden in die auRerste Ober- 
flache der Zelle (Abb. 1). Dieser Vorgang sei gleichbedeutend mit der maxi- 
malen Erregung der Zelle, die somit durch alle Faktoren (Stimuli), die eine 
Auffaltung (Denaturierung) im 
Ektoplasma bewirken, hervor- 
gerufen wird. 

In Analogie mit Vorstellun- 
gen, die die Erforschung der 
Muskelphysiologie geliefert hat, 
sei angenommen, daft das Gleich- 
gewicht zwischen den _ beiden 
Molekularzustinden der Pro- 
teine im Ekto- und Endoplasma 
aufrechterhalten wird durch die 
bei der Hydrolyse von Poly- 
phosphaten (ATP) freiwerdende 
Energie. Es wiirde sich also um 
einen der anisotropen Kontrak- 
tion von Aktomyosin vergleich- 
baren Vorgang handeln, wobei 


) 


Lndoplasina 


Ectoplasma 





das Ektoplasma der kontrahier- 
ten und das Endoplasma der ex- 
pandierten Phase entsprechen. 

Wenn man nun, den Tat- 
sachen entsprechend, eine hohe 
Aktivitét von K+ im Binnen- 
plasma annimmt, die fiir die 
ATP-ase-Wirkung der kontrak- 
tilen Proteine ausreicht, und 
wenn man weiterhin (den Tat- 
sachen gemiaft) eine hinreichen- 


Erregung 


Abb. 1. Schematische Darstellung des Ekto- 
plasmas und der Ubergangszone zum Endo- 
plasma. Links: Zelle in Ruhe mit nativem 
Sphiroprotein im Gel des Ektoplasmas mit 
dazwischen liegenden  Phospholipoiden 
(punktiert). Rechts: Die Sphiaroproteine des 
Ektoplasmas in der Phase reversibler De- 
naturation (Streckung) bei Erregung. Das 
Endoplasma rechts und links im Solzustand 
mit denaturierten Molekiilen. 


de Menge fixierten Ca++ im 
Ektoplasma voraussetzt, dann kénnten die Gleichgewichtsreaktionen etwa 
folgendermafen formuliert werden: 


ps. ATP "> pg. ADP +P (I) 


pg. ADP + ATP — 


Mg** (Cot) |, 


. ATP + ADP (I) 


ADP +P 7 ATP (IIT) 


Dabei bedeutet: p ein reversibel denaturierendes Protein (Globulin), 
s = die lineare Form im Sol des Binnenplasmas, g — die globulare Form im 
Gel des Ektoplasmas. 

Die Proteinmolekiile sind im Binnenplasma durch die plastisch machende 
Wirkung von ATP bei hoher Konzentration von K+ denaturiert und geben 
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in ihrer linearen Form dem Endoplasma den Zustand des Sols. Ein Ein- 
dringen des Sols mit K+ in das Ektoplasma-Gel muf durch Freisetzung von 
Ca++-Ionen zur Kontraktion (Zusammenfaltung) der gestreckten Molekiile 
fiihren (Reaktion I) und so den urspriinglichen Gelzustand wiederherstel- 
len. Es stellt sich somit ein Gleichgewicht zwischen Binnenplasma—Sol und 
Ektoplasma—Gel ein. Durch Riickphosphorylierung des ATP (evt. an das 
Protein gebunden) unter Katalyse durch Mg++ (bei hoher Ionenaktivitaét von 
K+) oder Cat+ wird die lineare Form des Sols wiederhergestellt (II). Die 
Synthese von ATP in den Chondriosomen durch die Atmung schlieBt den 
Zyklus (III). 
Damit der Gleichgewichtszustand der Struktur zwischen Ektoplasma 
und Endoplasma bestehen kann, ist es notwendig, daf im Binnenplasma 
im Gegensatz zum Ektoplasma eine hohe Akti- 
© 3) vitat freier einwertiger Kationen aufrechter- 
+| |- halten wird (0,1 bis 0,2 Mol). Nun akkumuliert 





offenbar jedwede Zelle aktiv K+ unter Ver- 
wendung der Bindungsenergie von Polyphos- 
phaten. Wir nehmen daher an, daf die lonen- 
Akkumulation direkt mit der reversiblen Dena- 
turation, d. h. mit dem Sol-Gel-Gleichgewicht 
zwischen Ekto- und Endoplasma gekoppelt ist. 
Die Denaturation exponiert COO-- und 
& NH,+-Gruppen, die offenbar zum grofen Teil 
Abb. 2. Schema der Ionen- im kontrahierten (gefalteten) Molekiil als Salz- 
Bindung (a) und -Frei- verbindung vorliegen. Die freien Ladungen 
setzung (b) bei reversib- miissen mit Gegenionen abgesiattigt werden, die 
ler Denaturation. bei der Faltung wieder abgegeben werden 
(Abb. 2). So kann die reversible Kontraktion 
der Proteinmolekiile nicht nur zur Aufrechterhaltung des Sol-Gel-Gleich- 
gewichts zwischen Endo- und Ektoplasma, sondern auch als ,,lonenpumpe* 
dienen. Es ist wahrscheinlich, daB einige Ionen aus sterischen und anderen 
Griinden bevorzugt akkumuliert (gepumpt) werden (K+) und damit andere 
Ionen aktiv aus dem Binnenplasma verdrangen. 

Die erwachsene Zelle ist somit ein System im dynamischen FlieRgleich- 
gewicht, das die Asymmetrie seines Aufbaues aus Sol und Gel, elektrochemi- 
schen Gradienten infolge der Akkumulation von Ionen (besonders K+) ete. 
aufrechterhalt unter Verbrauch von ATP (Erhaltungs-Atmung). Alle Fak- 
toren, die einen Einflu& haben auf Atmung, Phosphorylation, Synthese von 
Nucleotiden durch den Kern, reversible Denaturation, Temperatur etc. ver- 
schieben den Gleichgewichtszustand der Zelle. Dabei reagiert die Zelle 
immer als Einheit, selbst wenn nur einer der zahlreichen Faktoren, die das 
Gleichgewicht bestimmen (einzelnes Enzym etc.), direkt betroffen ist. 

Eine Diffusion von Stoffen im ruhenden Ektoplasma (Abb. 1) ist még- 
lich, sowohl durch die Protein- als auch durch die Lipoidphase. Die 
Diffusionspermeabilitat durch die Proteine sowie der aktive Transport 
(.Pumpe“) kann variieren und erreicht das Maximum wiahrend der 
Erregung, wenn das Ektoplasma in Sol verwandeli ist. Die Restitution 
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des urspriinglichen Gelzustandes durch die Reaktion I—III stellt den 
Ruhezustand des dynamischen Gleichgewichtes wieder her. Bei der 
Denaturierung (Auffaltung) der Makromolekiile des Ektoplasmas laufen 
zwangslaufig gekoppelte Vorginge ab (Erhéhung der _passiven 
Diffusions-Permeabilitat fiir H,O und Ionen, Ionenverlust, (K+), Aktions- 
potential, Veranderung der Viskositaét etc.). Die sofort einsetzende 
Gegenreaktion (I—III) bedingt: 
ATP-Verbrauch, Atmungssteige- 
rung, Temperaturerhéhung, Re- 
Akkumulation von lonen (K*), 
begleitet von aktiver Verdringung 
eindiffundierter lonen etc. Alle 
Faktoren, die zur Denaturation 
der nativen Proteine des Ekto- 
plasmas fiihren, bedingen Erre- 
gung. Ebenso bedingen die physi- 
kalischen und chemischen Agen- a 
zien, die die Denaturierung er- VES Nucleotide 
schweren oder verhindern, eine cs. ’ 
Stabilisierung des Kolloidzustan- | 
des, d. h. Narkose, wobei jedoch | 
héhere Intensitéiten oder Konzen- | 
trationen Denaturation und somit 
| 
1 
I 
| 
' 





see AIP eta 


Erregung verursachen kénnen. Da 

die Zelle ein Gleichgewichtssystem 

zweier Kolloidzustinde ist, be- 

wirkt die Verinderung des einen 
(Sol-Verwandlung des Ektoplas- = &44 /?u4e/ 
mas) meist die entgegengesetzte Abb. 3. Schema einer konzentrisch polari- 
Verainderung des anderen (Gel- _ sierten Zelle, die an einer Stelle (unten) 
bildung im Endoplasma). Die ma-_ erregt und dadurch zur Achsenpolaritat 
ximale Erregung (Sol-Verwand-  tibergegangen ist. N = Kern; C = Chon- 
lung) des Ektoplasmas hat somit driosom; RNA = Ribonukleinsaure. 
weitgehende Riickwirkungen auf 

den Zustand des Binnenplasmas, den Kern usw. Infolge dieser Asymmetrie 
wirken viele lonen (K+, Ca++), ATP, Temperatur etc. in entgegengesetztem 
Sinn auf Ekto- und Endoplasma. 

Die schematische Zelle in Abb. 3 ist urspriinglich ohne die eingezeichnete 
erregte Stelle des Ektoplasmas ein System radialer oder konzentrischer Po- 
laritat, d. h. die Strukturasymmetrie und die elektrischen Gradienten sind 
radiar gerichtet. Die Zelle ist also an der Oberflache apolar (elektrisch iso- 
potential). Eine lokale Erregung aber (Abb. 3) verleiht ihr eine Polaritits- 
achse, die sich elektrisch normalerweise als negative Polarisierung der er- 
regten Stelle auBert. Die Umwandlung des Ektoplasmas in Sol kann sich 
von dieser Stelle aus ausbreiten (Erregungsleitung) und schlieflich wieder 
in den Ruhezustand (konzentrische Polaritat) iibergehen. Wird die erregte 
Stelle durch einen dauernden Stimulus in Erregung erhalten, dann kann 


Kr 
BY] A 
(Erregung) 
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diese dynamische Achsenpolaritat durch Zellteilung fixiert werden (Eizellen), 
Auferdem fiihrt die Aufrechterhalitung der axialen Polaritat zu einseitigem 
Transport im Sinne der Achse, da sowohl die passive Permeabilitat als auch 
die aktive der ,,lonenpumpe“ an den Polen der Achse verschiedene GréRe 
besitzen. Im vielzelligen Zustand polarisieren sich die Zellen gegenseitig. 

Daf die Kontraktion von Plasmafibrillen (Actomyosin) und die Stré- 
mung des Endoplasmas innig mit dem Erregungsmechanismus verbunden 
sind, ist bekannt. Im ersten Falle setzt sich die Solationswelle des Ekto- 
plasmas als Gelation ins Binnenplasma fort unter Freisetzung von Ionen 
(Uberhéhung der Konzentration von freiem K+, iiberhéhtes Aktionspoten- 
tial), wodurch wieder fest gebundenes Ca++ frei und somit Kontraktion ein- 
geleitet wird. Bei der Plasmastrémung wirkt die standig oszillierende Kon- 
traktion und Auffaltung in der Schicht des dynamischen Gleichgewichtes 
zwischen Ekto- und Endoplasma. Dabei haften statistisch mehr Molekiile 
am Gel des Ektoplasmas als am Sol des Binnenplasmas, so daf der Kon- 
traktionssto8 mit Abgabe von Ionen und Hydratationswasser bevorzugt gegen 
das Binnenplasma erfolgt. Auch das oszillierende Vor- und Riickschreiten 
der Amébe mit den begleitenden Potentialen usw. laft sich mit dem gleichen 
Polaritatsmechanismus erklaren. 

Nach dieser kurz skizzierten Anschauung ist die erwachsene Zelle ein 
System, in dem Gleichgewichte der kolloidalen Struktur vom Binnenplasma 
gegen auBere und innere Gelschichten (Membranen) aufrechterhalten werden 
durch einen Polaritaétsmechanismus, der mit reversibler Denaturation von 
Proteinen arbeitet und seine Energie aus der ATP-Spaltung bezieht. In 
Kiirze werden wir an dieser Stelle eine ausfiihrliche Darstellung bringen 


iiber die oben entwickelte Vorstellung, die geeignet erscheint, bisher unver- 
einbare Tatsachen auf ein einheitliches Grundprinzip zuriickzufiihren. 
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Einleitung 


Seit der Einfiihrung des basischen Phenazinfarbstoffes Neutralrot in die 
Vitalfarbung durch Ehrlich (1884) und in die pflanzliche Vitalfarbungs- 


technik durch K iister (1898) hat das Neutralrot eine bevorzugte Stellung 
unter den Vakuolenfarbstoffen behauptet (vgl Guilliermond 1941, 
Kiister 1949). 

Die Untersuchungen iiber die Vitalfarbung mit basischen Farbstoffen 
gehen im Zusammenhang mit Permeabilititsstudien bis auf Pfeffer 
(1886) und Overton (1899) zuriick. Aus neuerer Zeit liegen hieriiber 
Arbeiten, welche namentlich auch die Neutralrotfarbung behandeln, von 
Strugger (1935, 1936, 1940, 1949), Drawert (1937, 1938, 1940, 1948, 
1956), Drawert und Metzner (1956) und Héfler (1947a, b: 
1949 a, b; 1954) vor. 

Das Zustandekommen und die Art der Anfarbung erwiesen sich bedingt 
durch die Permeabilitatseigenschaften des Protoplasmas als weitgehend ab- 
hangig vom Dissoziationszustand des Farbstoffes sowie von gewissen Eigen- 
schaften des Zellsaftes (pH: Vorhandensein gewisser Vakuolenstoffe etc.; 
vgl. Drawert 1956, Bancher und Hoéfler 1959). 

Weitere wichtige Hinweise darf man durch quantitative Unter- 
suchungen der Farbspeicherung erwarten. Solche Untersuchungen sind aber 
noch verhaltnismafig sparlichh. Collander und Virtanen (1938) gaben 
eine kolorimetrische Methode zur Konzentrationsbestimmung von Zellsaften 
groBer Characeen-Internodialzellen an, die von Collander, Lonegren 
und Arhimo (1943) auch zur Bestimmung der Neutralrotspeicherung und 
Bazin (1946) zu ahnlichen Messungen beniitzt wurde. 
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An geeignetem Material kann die Photometrierung bzw. Kolorimetrie 
der Restlésung zu quantitativ vergleichenden Untersuchungen der Farb- 
stoffspeicherung herangezogen werden (K6lbel 1947, 1948). Flasch 
(1956) hat Konzentrationsmessungen gefarbter Vakuolen mit Hilfe eines 
Mikrokolorimeters nach Kinzel (1955) ausgefiihrt. 

In jiingster Zeit haben Bartels (1954), Bartels und Schwantes 
(1955, 1957/58) die Speicherung von Akridinorange, Thionin und Neutralrot 
durch Innenepidermen von Allium cepa erstmalig mikrospektrophoto- 
metrisch an Ejinzelzellen untersucht. Unter erheblichem Arbeits- und ap- 
parativen Aufwand war es ihnen mdglich, sehr viele Einzelmessungen 
durchzufiihren (82.000 Meftwerte allein fiir die Akridinorange-Arbeit!), die 
dann einer eingehenden statistischhen Auswertung unterworfen wurden. Die 
Autoren konnien auf die Weise die Abhangigkeit der Farbstoffspeicherung 
vom pH und der Konzeniration des Farbbades sowie von der Farbedauer 
quantitativ erfassen. 

Weitere Einblicke in die Leistungsfahigkeit cytospektrophotometrischer 
Methoden, namentlich im UV, gewahren z. B. die Arbeiten von Lange 
(1957). 

Unsere einfache Anordnung (Photometerokular von Reichert, Wien) 
erlaubte bei abgeainderter Methode lediglich visuelle Messungen. Es war 
auch nur geplant, die Abhangigkeit der Farbstoffspeicherung (Innenkon- 
zentration) von der Konzentration des Farbbades (AuRenkonzentration) 
und von der Farbedauer so gut als méglich zu erfassen. Letztere wurde 
allerdings im Hinblick auf die theoretischen Ausfiihrungen von Kinzel 
(1954) 1 auf 24 Stunden und mehr erhéht, um auch die tatsachlich realisier- 


baren Speichermaxima zu bekommen. 


I. Material 


1. Das Zwiebelmaterial 


Die Messungen wurden im Herbst an ruhenden Zwiebeln ausgefiihrt. Zur Ver- 
wendung gelangten die zweite oder dritte Schuppe von aufen markigingiger, 
gelber Zwiebein. Die Hiutchen der Innenepidermis wurden nach Strug ger (1949) 
prapariert und zum Anfarben mit der Mesophyllseite nach unten auf die Farb- 
lésung gelegt. Von der Aufenepidermis gelangten Handschnitte zur Untersuchung. 


2. Der Farbstoff 


Verwendet wurde Neuiralrot stand. Partie 35311 von Bayer-Leverkusen. Eine 
nachtragliche Reinigung des Farbstoffes (vgl. Bartels 1956a) unterblieb, wes- 
halb es auch vermieden wurde, das Molekulargewicht in Angaben iiber Konzen- 
tration und Extinktion einzubeziehen. 

Fiir die Vitalfarbungsversuche wurde das Neutralrot zu verschiedenen Konzen- 
trationen in ungepuffertem Leitungswasser gelést. Beziiglich der pH-Werte solcher 
Lésungen vergleiche Tab. 9, 


1 Es ist uns eine angenehme Pflicht, Herrn Doz. Dr. H. Kinzel, Pflanzenphy- 


siologisches Institut der Universitat Wien, fiir die Anregungen und den Gedanken- 
austausch bei Durchfiihrung der Untersuchungen herzlichst zu danken. 
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II. Methodik 


1. Allgemeines 


Der Grundgedanke unserer MeBmethode besteht darin, die Transmissionswerte 
gefarbter Vakuolen direkt mit den Transmissionswerten der betreffenden Farb- 
lésung bei ahnlicher Schichidicke zu vergleichen. Schon Overton (1907, p. 814) 


hat dieses Prinzip bei seinen mikrokolori- 
metrischen Messungen benutzt. 

Die notwendigen Schichtdicken von ca. 
10 bis 40 wurden z. T. durch Zihlkam- 
mern verschiedener Tiefe und z, T. auf 
folgende Weise verwirklicht. Einfache und 
gefaltete, /-férmig eingeschnittene Stan- 
niolfolien wurden mit Kanadabalsam auf 
Objekttriger geklebt und Deckgliser da- 
riiber gelegt. Die von der Fliissigkeit be- 
riihrten Flichen wurden fein eingeritzt (auf 
den Zahlkammern schon vorhanden!), so 
daB®B die Schichtdicke vor und nach der 
Transmissionsmessung mit der Mikrome- 
terschraube aus mehreren Einstellungen er- 
mittelt werden konnte. Bei Trockenobjek- 
tiven und  wiasserigem  (Einbettungs-) 
Medium sind die Schraubenwerte noch mit 
dem Faktor 1,33 zu multiplizieren, um die 
wahre Schichtdicke in uw zu bekommen 
(vgl. z. B. Grehn 1957, p. 59). 

Die Schichtdicke 1aB8t sich iibrigens leicht 
durch mehr oder weniger zugefiigte Farb- 
lésung variieren. Es ist auch noch zu be- 
achten, daf die Photometrierung im Mikro- 
skop nicht wie iiblich im parallelen, sondern 
im konvergenten Licht des Mikroskopkon- 
densors erfolgt (vgl. Bo guth 1957, Lange 
1957), weshalb die Messungen am besten bei 
ahnlichen Schichtdicken vorgenommen wer- 
den. Nichtabsorptive Lichtverluste durch 
Streuung diirfen im sichtbaren Bereich — 
und in diesem wird hier gearbeitet — 
vernachlassigt werden. 


2, Das Photometerokular von 
Reichert-Wien 

Zur Durchfiihrung visueller Messungen 
stand ein Photometerokular der Fa. Rei- 
chert-Wien zur Verfiigung?, das seinerzeit 


¥ 


Abb. 1. Das Photometerokular von 
Reichert-Wien auf ein Mikroskop 
aufgesetzt, in meBbereitem Zustand. 
Die waagrechte Scheibe unter dem 
Okulareinblick enthalt den Blenden- 
und Filtersatz; die kleinere senk- 
rechte Scheibe, rechts am seitlichen 
Beleuchtungsstutzen, ist die Mef- 
trommel, auf welcher die iiber eine 
quadratische MeRblende eingeregelte 
Helligkeit des Vergleichsfeldes, ab- 
gelesen wird; die Mikroskopier- 
leuchte ist auf einer Holzplatte fix 
montiert; das senkrechie Holzstib- 
chen dient als Anschlag fiir die 
Aperturblende. 


nach Angaben von Haschek und Haitinger (1933, 1935) konstruiert worden 
ist. Das Instrument erméglicht es, das vor dem Okular (Ramsdenokular 10mal) 


2 Herrn Univ.-Prof. Dr. K. Héfler, Vorstand des pflanzenphysiologischen 
Instituts der Universitat Wien, sei fiir die bereitwillige Uberlassung des Photometer- 
okulars samt Interferenzfiltern ergebenst gedankt. 


Protoplasma, Bd. LII/1 
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entstehende reale Zwischenbild hinter einem geeigneten Filter gegen ein in seiner 
Helligkeit veranderliches Vergleichsfeld zu photometrieren. 

Auf einer waagrechten Scheibe (Abb. 1) ist ein Blendensatz untergebracht, der 
es gestattet, auch sehr klein erscheinende Priiflinge aus dem Gesichtsfeld auszu- 
blenden (Abb. 2). In einer zweiten, unmittelbar darunter gelegenen, ebenfalls ge- 

rindelten. drehbaren Scheibe (Abb. 1) sind neben 

Priiffeld Vergleichsfeld einer Leeréffnung, drei Filter nach Wahl einzu- 

1 setzen, so daB auch im farbigen bzw. .monochro- 
matischen* Licht photometriert werden kann. 

Es sei noch erwihnt, da dieses Photometer- 
okular auch zu analogen Messungen am Fluores- 
zenzmikroskop zu gebrauchen ist, sofern die Fluo- 
reszenz eine gewisse Intensitaét aufweist. 


3. Filter 
Die neuartigen Interferenzfilter verbinden mit 
einer geringen Halbwertsbreite eine hohe Durch- 
lassigkeit und empfehlen sich daher fiir solche 
Zwecke nachdriicklich. Es standen drei monochro- 
: Bee 3 matische Interferenz-Band-Filter der Fa. Schott 
Abb. 2. Links: Priiffeld, in “ss : cpa : cg 
& Gen., Mainz, zur Verfiigung. deren Daten? in 





welchem das Objekt. eine 
Epidermiszelle von 
cepa, bei der VergréSerung 
45 X10 in der angedeuteten 
GréBe erscheint. Rechts: Ver- 
gleichsfeld. dessen Helligkeit 
meBbar verdindert werden 
kann, das Objekt ist hier 
nicht sichtbar und  daher 
strichliert. Die acht konzentri- 
schen Kreise geben mafstab- 
getreu die verfiigbaren Ge- 


é Tab. 1 zusammengestellt sind. 
Allium 2 


Tab. 1. Charakteristishe Werte von drei Inter- 
ferenz-Filtern (Schott & Gen., Mainz). 





Type Amax T max HW U 





AL 616/20 Ca 613 mu | 62% 10,5myz | 4% 
AL 528 521mp | 52% 23,0 mu. 4% 
AL 450 444mu 54% 19,3 mu 4% 


Amax diejenige Wellenlange, bei der das Filter den 
sichtsfeldblenden wieder; zum héchsten DurchlaRgrad_besitzt. 

Aufsuchen und Einstellen des = Tyyax maximaler Durchlafgrad. 

Objektes wurden bei Ver- HW Halbwertsbreite, d. i. die Kurvenbreite, bei 
groRerung 10 X 10 das grofe der der DurchlaBgrad den Wert Tmax/2 be- 
Gesichtsfeld, zur Transmis- sitzt. 

sionsmessung meist die stark spektraler Untergrund, d. i. der Anteil des 
ausgezogene Blende bei Ver- filterfremden Lichtes am gesamten durchge- 
groéBerung 45 X 10 beniitzt: lassenen Licht. 

der Radius des ausgeblende- 

ten Gesichisfeldes  betragt 4. Beleuchtung 


dann 9 u. Als Lichtquellen dienten zwei Niedervoltlamp- 


chen (10 V; 0,65 A), die iiber einen Regelwiderstand 
parallel an das Lichtnetz angeschlossen waren. Das eine Lampchen beleuchtet das 
Vergleichsfeld und sitzt am Ende des mit einem stumpfen Winkel einmiindenden 
Seitenstutzen des Photometerokulars (Abb. 1). 


3 Herrn Prof. Dr. W. Jaschek, Graphische Lehr- und Versuchsanstalt in 
Wien, schulden wir fiir die Nachpriifung der Filterdaten am Zeiss-Spektralphoto- 
meter PMQ II grofen Dank. 
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Das zweite Lampchen stellt, mit der Kollektivlinse eines gewéhnlichen Huygens- 
okulars 12mal als Kollektor, die Mikroskopierleuchter dar, Diese ist auf einer mit 
dem Mikroskopfuf fest verbundenen Holzplatte fix montiert (Abb. 1); der Konden- 
sor wurde mittels Vertikaltrieb so eingestellt, daf der Kéhlersche Strahlengang 
realisiert war. 

Am beleuchtenden System darf wihrend einer Mefreihe natiirlich nichts ver- 
iindert werden, Deshalb war es notwendig, die Aperturblende (Kondensorblende). 
welche zum Aufsuchen und Einstellen des Objektes bei geringerer Vergréferung 
(im allgemeinen 10 mal 10) mehr oder weniger zugezogen werden mu, beim Mes- 
sen selbst immer wieder genau auf dieselbe Gréfe zu bringen. Nach Drawert 

(1956) ist zur richtigen Beurteilung 
Tab. 2. pH-Werte verschieden konzentrier- von Fiarbungen eine leichte Uber- 
ter Neutralrotlésungen in Aqua dest. strahlung nétig! — Dies wurde durch 
einen Anschlag fiir den Griff der 
Kon- Nach Drawert Nach eigenen Aperturblende bewerkstelligt (vgl. 
centration | icbneliol Messungen Abb. 1). Spannungsschwankungen im 
Netz kénnen sich infolge der Paral- 
10/ 3.05 lelschaltung der beiden Limpchen 
nicht stérend auswirken. 








0,1% 3,2 3,55 
0,01% 35 4,45 5. Vermessung der Ver- 
0,001 % 5,15 5,10 gleichslésung 
0,0001% 5,28 5,30 Das im Handel erhiltliche feste 
Aquadest. 5,1 5,05 Neutralrot liegt bekanntlich als Chlo- 

rid der Farbbase vor, dem andere 

Chloride als sogenannte ,,Stellsalze* (Bartels 1956a, gibt fiir ein Merck-Praparat 
7% Verunreinigungen an!) beigefiigt sind. Unsere Vergleichslésungen sind mit 
Neuitralrot stand. Partie C 35311 von Bayer- vu ; ae 

Leverkusen in ungepuffertem einfach destil- lab. 3. Spezifische dekadische Extink- 
lierten Wasser hergestellt. pH-Werte ver- tionskoeffizienten diinner Schichten 
schieden konzentrierter Lésungen eines ?2/ verschieden konzentrierten Neu- 
Neutralrotpraparates von Griibler (Berlin- tralrotlésungen in Aqua dest. 
West) (nach Drawert und Endlich a 
1956, Tab. 3. p. 175) sind in Tab. 2, Kes K5a1 Kya 
Kolonne 1, und eigene Messungen mit der 
Glaselektrode in Kolonne 2 angefiihrt. 0,010 = 47,6 = 

Die Absorptionsmaxima waBriger Neu- 9,025 8S = 45,0 = 

tralrotlésungen mittlerer bis starker Kon- 05 9,33 50,4 23,9 
zentration liegen, schwach saure Reaktion 8,20 41,0 19,6 
vorausgesetzt, bei 530 bzw. 500mu (M- 0,25 6,48 36,7 19,6 
und D-Bande! Vgl. Bartels 1956, Kin- 91 3,87 24,6 13,6 


zel 1958a). Es wurde daher zu den Trans- : 543,99 23,0 13,7 
8,5 








missionsmessungen das Griinfilter mit 31 2,64 14,0 
Amax = 521 my (vgl. Tab. 1) gewahlt. > Konzentration der Neutralrot- 
Die Transmission ist definiert als I/Ig, lésung in Aqua dest. in %. 

worin J die Lichtintensitét nach Durch- Schichtdicke in . 

gang durch die Farblésung und I, die {_ gpezifischer dekadischer Extink- 

Lichtintensitét nach Durchgang durch tionskoeffizient [g—cm2|] bei 

das reine Lésungsmittel (Aqua dest.) be- der Wellenlinge x + 10 my, 

deutet. Die Schichtdicke wurde in der 

oben (vgl. S. 33) beschriebenen Weise gemessen und ist in Mikron angegeben. 
Alle Messungen an den Vergleichslésungen sind bei der Gesamtvergroéferung 


3* 
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45 < 10, bei Verwendung der in Abb. 2 starker ausgezogenen Gesichtsfeldblende 
und in einem verdunkelten Versuchsraum, also unter genau denselben Bedingun- 
gen ausgefiihrt, wie die Messungen an den Vakuolen (siehe nachster Abschnitt!). 
Die erhaltenen MeBergebnisse sind in Abb. 3 zusammengestellt. 

Aus den Schichidicken und zugehérigen Transmissionswerten lassen sich nach 
der Formel k = log [,/I/e.d die sogenannten spezifischen, dekadischen Extinktions- 
koeffizienten berechnen. Dabei bedeutet k den genannten Extinktionskoeffizienten. 
log den dekadischen Logarithmus, Ig und J die Lichtintensitiiten wie oben (vgl. 
S. 35). ¢ die Konzentration der Farbstofflésung in g/l und d die Schichtdicke in cm. 


——— 110.000 
1: 4.000 


: 2.000 








7: 7.000 


~ 1:33 
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Abb. 3. Griin-Transmission diinner Schichten von verschieden konzentrierten Neu- 
tralrotlésungen (Neutralrot stand. Bayer, Leverkusen) in Aqua dest. [/I,% Trans- 
mission bei 521 mv in %. “ Schichtdicke in v. 


Kinige. aus Messungen bei gréBenordnungsmafig ahnlichen Schichtdicken, berech- 
nete Werte fiir die Extinktionskoeffizienten sind in Tab. 3 zusammengestellt. 

Gegeniiber den von Bartels (1956b, Abb. 4, p. 96) fiir gereinigtes Neutral- 
rot bei pH 2 mitgeteilten sind unsere Werte etwas zu niedrig, was sich daraus er- 
klaren mag, daf hier ein ungereinigtes Handelspraiparat verwendet wurde, Die 
nicht unerhebliche Streuung der Extinktionswerte hangt vielleicht mit Meffehlern 
zusammen, die aus der Alkaliabgabe des Glases resultieren; diese macht sich nim- 
lich bei so diinnen Schichten von Neutralrotlésungen schon stérend bemerkbar (vg]l. 
Kinzel 1958 a). 

6 Vermessung der Vakuolen 

Die Schichtdicke der Vakuolen kann selbst bei starker Anfarbung an den fiir 

die Zwiebelepidermen so charakteristischen Sphaérosomen (vgl. Perner 1958) und 
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unter Ausniitzung der Beckeschen Linie (Hell-Dunkel-Ubergang!) mit der Mikro- 
meterschraube verhaltnismaBig genau festgestellt werden. 

I, wurde fiir eine ganze MeBreihe nur ecinmal an einem ungefarbien Hautchen 
ermittelt, wahrend die Werte fiir J jeweils von zwei bis drei Zellen eines gefarbten 
Hautchens stammen (vgl. S. 39). 

Mit den Werten fiir Transmission und Schichtdicke wird aus dem (durch Inier- 
polation erweiterten) Diagramm nach Abb. 3 direkt die Farbstoffkonzentration der 
Vakuole entnommen. 

Es ergab sich zunichst, daf® eine Neutralrotfirbung im Mikroskop erst dann 
deutlich sichtbar wird, wenn die Farbstoffkonzentration in der Vakuole gegen 0.01% 
betragt. Geringere Konzentrationen sind nicht mehr gut meBbar (vgl. Abb. 3). 

Hiebei, und wohl auch in anderen photometrischen Verfahren der Konzen- 
trationsbestimmung, wird stillschweigend die Voraussetzung gemacht, daf das Ab- 
sorptionsspekitrum einer wiasserigen Neutralrotlésung identisch ist mit dem ge- 
fiirbter Vakuolen. 


Ill. MeBSergebnisse 
1.Zum Farbton der Vakuolenfarbung der Innen- 
epidermis 


Um die erwahnie Voraussetzung zu iiberpriifen, wurden mit den zur 
Verfiigung stehenden Filtern (vgl. S. 34) einige vergleichende Messungen 
durchgefiihrt (Tab. 4). 


Tab. 4. Vergleich der Rot-, Griin- und Blauextinktion von Neutralrotlésungen und 
neutralrotgefarbten Vakuolen der Innenepidermis. 


(Nach der GréBe der Griinextinktion E;,, geordnete Einzelmessungen.) 





' =. . + -. 
Ke13 52 Eya4 Bois/E521 Eqyy/E521 





0,044 0,231 0,109 0,19 0,47 
0,044 0,279 0,187 0,16 0,67 
0,058 0,288 0,138 0.20 0,48 
0,057 0,350 0,240 0,16 0,67 
0,074 0,372 0,275 0,20 0,74 
0,098 0,553 0,295 0,18 0,53 
0,181 0,853 0,635 0,20 0,74 
0,179 0,886 0,613 0,20 0,69 
0,190 0,906 0,715 0,21 0,79 
0,177 1,124 0,620 0,16 0,55 
0,310 1,154 0,956 0,27 0,83 
0,258 1,199 0,945 0,22 0,79 
54 0,219 1,256 0,751 0,17 0,60 


Zahlen in Normalschrift gelten fiir Neutralrotlésungen in Aqua dest. 

Zahlen in Kursivschrift gelten fiir neutralrot gefarbte Vakuolen der Innenepidermis. 
uw Schicht- bzw. Vakuolendicke in u. 

Fg:; Extinktion bei 613 mu (Rotextinktion). 

E50, Extinktion bei 521 mu (Griinextinktion). 

E,,, Extinktion bei 444 mz (Blauextinktion). 
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Den Zahlen ist zu eninehmen, da die Blauextinktion (E444) deutlich 
sichtbar gefarbter Zellen um rund ein Drittel héher ist als bei Neutralrot- 
lésungen ahnlicher Konzentration. In den Werten fiir die Rotextinktion 
(E613) zeigen sich ebenfalls gewisse Unterschiede. Wundrandzellen und Zel- 
len des Innenfeldes verhalten sich dagegen praktisch gleich. Wesentliche 
Unterschiede in den Extinktionswerien bzw. Absorptionsspektren neutral- 
rotgefarbter Vakuolen vom Wundrand und vom Innenfeld der Hautchen 
scheint es nicht zu geben. Die Streuung der Vakuolenwerte ist vielleicht 
durch spektrale bzw. stoffliche und ph-Verschiedenheit der einzelnen Vaku- 
olen mitbedingt. 

Die Voraussetzung spekiraler Gleichheit von wiisserigen Neutralrot- 
lésungen und neuiralrotgefarbten Vakuolen der Innenepidermis scheini 
also nicht streng erfiillt zu sein, doch kann die Frage erst durch mikro- 
spektrographische Aufnahmen und Messungen entschieden werden. Solche 
Untersuchungen sind im Gange und werden zu gegebener Zeit mitgeteilt. 
Schon die visuelle Beobachtung mii dem Zeisschen Pupillenspektroskop 
zeigt aber, dai sowohl in gefarbten Vakuolen der Innenepidermis als auch 
in vergleichbaren Neutralrotlésungen die sogenannte D-Bande (Dimeren- 
bande mit Absorptionsmaximum bei 500 my (vgl. Kinzel 1958a) vor- 
herrscht. 

2 Zum Farbton der Vakuolenfairbung der Auenepi- 
dermis 


Da sich die Vakuolen der Aufenepidermis anders anfirben als die 
der Innenepidermis, und zwar in einem nach Violettrot (Purpur) verschobe- 


nen Farbton, ist wohlbekannt. Es handelt sich hier um ein Musterbeispiel 


Tab. 5. Vergleich der Rot-, Griin- und Blauextinktion von Neutralrotlésungen und 
neutralrotgefarbten Vakuolen der Aufenepidermis. 


(Nach der GréBe der Griinextinktion E;,, geordnete Einzelmessungen.) 





. . 7 - 
Eeis B52) By Boi3/E5e1 Eyqy/E521 





0,108 0,201 0,047 0,54 0,28 
0,110 0,225 0,075 0,50 0,54 
0,044 0,231 0,109 0,19 0,47 
0,098 0,553 0,295 0,18 0,53 
0,229 0,562 0,142 0,41 0,25 
0,208 0,603 0,148 0,35 0,25 
0,515 0,998 0.278 0,52 0,28 
0,569 1,079 0,305 0,34 0,28 
0,177 1,124 0,620 0,16 0,55 
0,392 1,204 0,556 0,33 0,25 
0,418 1,224 0,430 0,54 0,35 
0,219 1,256 0,751 0,17 0,60 


Zahlen in Normalschrift gelten fiir Neutralrotlésungen in Aqua dest. 
Zahlen in Kursivschrift gelten fiir neutralrotgefairbte Vakuolen der AuRenepidermis, 
Ubrige Abkiirzungen wie in Tab. 4. 
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.voller* Zellsifte im Sinne Héflers (1947, 1949), d.h. um Vakuolen, die 
mit Speicherstoffen flavonoider Natur ausgestattet sind (vgl. Kinzel 1958a, 
Hoélzl und Bancher 1959), Die Speicherung der basischen Farbstoffe 
kommt hier durch chemische Bindung an Vakuolenstoffe zustande, 

In Tab. 5 geben wir einige mit unseren drei Filtern gemessene Extink- 
tionswerte und vergleichen wieder mit den Werten reiner Neutralrotlésun- 
gen. 

Auch aus obiger Tabelle wird die grofe Verschiedenheit der Absorptions- 
spektren deutlich. Die Blauextinktion (E,,,) ist fast auf die Hialfte abge- 
sunken, die Rotextinktion (E,,,) bei schwacherer Vakuolenfarbung nahezu 
auf das Dreifache, bei stirkerer Farbung auf das Doppelte vergleichbarer 
Neutralrotlésungen gestiegen. Dies ist ein Ausdruck fiir die negative Meta- 
chromasie, welche an vollen Zellsaften gewéhnlich zu beobachten ist 
(Kinzel 1958 a). Im Pupillenspektroskop zeigt sich neben einer schwachen 
D-Bande eine neue sehr ausgepragte, sogenannte V-Bande (Verbindungs- 
bande nach Kinzel 1958 a), die ihr Absorptionsmaximum bei 540 mu 
haben diirfte. 

Konzentrationsbestimmungen mit einer rein wasserigen Vergleichslésung 
kénnten bei solcher Verschiedenheit der Absorptionsspektren héchstens 
zum Vergleich uniereinander herangezogen werden. Einen Weg zur Erzeu- 
gung negativ metachromatischer (Vergleichs)lésungen in vitro hat Kinzel] 
(1958 a) gewiesen. 


Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit der Vaku- 

olenfarbung der Innenepidermis 

Wie bereits erwahnt, erfolgten alle Vitalfarbungen aus Neutralrotlésun- 
gen in ungepuffertem Wiener Leitungswasser. Die Lésungen wurden durch 
direktes Auflésen der trockenen Farbstoffeinwaagen in Leitungswasser 
hergestellt. Konzentriertere Lésungen (= 1 : 10.000 —0,01%) sind schon 
recht unbestandig und wurden bei langer andauernden Versuchen wahrend 
der ersten Stunden alle 20 bis 30 Minuten erneuert. 

Fiir die Anwendung von Leitungswasser als Lésungsmitiel spricht nicht 
nur die methodische Einfachheit, sondern auch der Umstand, daf Puffer- 
substanzen bei langerer Farbedauer Auswirkungen auf das Plasma zeigen 
kénnen (Drawert und Endlich 1956). Aus Neutralrotlésungen in 
Leitungswasser sind bereits schéne, reine Vakuolenfarbungen erzielbar 
(Strugger 1949). Bis zu mittleren Farbstoffkonzenirationen (< 0,01 %) 
tritt fast nie eine sichtbare Wandfarbung auf. Eine vitale Hellfeldfarbung 
des Plasmas ist mit Neutralrot ohnehin nicht méglichh (Strugger 1949). 
Bei der starksten hier angewandten Konzentration 1 : 3000 = 0,033% war 
dagegen nach 1 bis 3 Stunden Farbedauer schon eine mehr oder weniger 
deutliche Wandfarbung zu sehen. 

Fiir visuelle Messungen, von denen eine etwa 4 bis 3 Minuten in An- 
spruch nimmt, stellt der Asphyxieeffekt (Strugger 1936, 1940, 1949) in 
meBiechnischer Hinsicht einen begrenzenden Faktor dar. Nach 10 bis 
15 Minuten Deckglasabschlu® pflegt namlich die Vakuolenfarbung bereits 
in eine deutlich sichtbare Wandfarbung iiberzugehen, wodurch eine direkte 
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Messung der Vakuolenfarbung vereitelt wird. Wir haben daher pro Epi- 
dermishautchen nur zwei bis drei reprasentative Vakuolen vermessen, deren 
Auswahl aber doch in gewissen Grenzen subjektiv ausfallen mu. Trotzdem 
halt sich die Streuung der Mittelwerte, wie nachstehende Abbildungen zei- 
gen, in annehmbaren Grenzen. 

Aus Messungen (Abb. 4), die von der Innenepidermis ein und derselben 
Zwiebelschuppe stammen, geht eine annihernde Konsianz der Speicher- 
geschwindigkeit hervor; die Konzentration des Farbbades (AuRenkonzen- 
tration) verhielt sich dabei wie 1 : 10 : 100 : 333. 





Ca = 20333% 0.0100% 
e 


0.0010% 
e 


0.0001% 
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Abb. 4. Farbstoffspeicherung in den Vakuolen von Zellen der Innenepidermis. ¢;% 
Farbstoffkonzentration in der Vakuole (Innenkonzentration) in %. c,7e Konzentra- 
tion des Farbbades (AuBenkonzentration) in %. Abszisse: Fairbedauer in Minuten. 


Es wurden auch an ein und derselben Zelle Konzentrationsbestimmun- 
gen durchgefiihrt (Abb. 5). Dabei konnten aber von einer Zelle nur drei 
Werte bestimmt werden, da sich bei der dritten Messung bereits der Farb- 
stoffiibertritt in die Zellwand (Asphyxieeffekt) bemerkbar machte. Auch 
aus solchen Bestimmungen geht die annihernde Konstanz der Speicher- 
geschwindigkeit hervor. Ganz am Anfang scheint die Speichergeschwindig- 
keit héher zu sein als spater (vgl. auch K6 1 bel 1947, Abb. 4, p. 3835). 

Die Wundrandzellen unterscheiden sich von den Zellen des Innenfeldes 
anscheinend weniger durch die Art der Speicherung als vielmehr durch die 
Geschwindigkeit der Anfarbung (Abb. 6). Diese ist bei Wundrandzellen. 
offenbar infolge begiinstigter, durch keine Konkurrenz beeintriachtigter 
Lage, anfianglich viel héher und bringit ihnen einen Vorsprung in der Farb- 
stoffspeicherung ein, den das Innenfeld erst nach langerer Farbedauer ein- 
holen kann. Bei Farbbadern geringer Konzentration (1 : 100.000) wird 
dieser Vorsprung oft nicht mehr gianzlich eingeholi; bei noch geringeren 
Aufenkonzentrationen sind es meist tiberhaupt nur mehr die Wundrand- 
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zellen, welche eine deutlich sichtbare Neutralrotspeicherung ergeben (vg. 
S. 44). 

Beziiglich des Verhilinisses von Aufenkonzeniration und Speicher- 
geschwindigkeit sei auf Tabelle 6 verwiesen, welche den MeBdaten von 
Abb. 4 noch zwei weitere Versuche hinzufiigt. 


Tab. 6. Geschwindigkeit der Farbstoffspeicherung in Vakuolen der Innenepidermis 
aus verschieden konzentrierten Neutralrotlésungen, 
(3 Versuche.) 





Ca% Ac;% pro h Ac pro h 





0,033 0,78 0,75 2,0 24 23 60 
0,010 0,45 0,30 0,45 45 30 45 
0,0010 0,050 0,035 0,054 50 35 54 
0,00033 0,0144 ! 0,015 0,022 72 50 66 
0,00010 0,0079 0,057 0,0113 79 57 113 


Konzentration der Neutralrotlésung in Leitungswasser (Aufenkonzentration) 
in %. 

pro h, Geschwindigkeit der Farbstoffspeicherung Zunahme der Innen- 
konzentration) in % pro h. 

pro h, Geschwindigkeit der Farbstoffspeicherung bezogen auf c,. 6 ist der 
Speicherungsfaktor c,/c,. 

Stunde. 


1 fiir c,, = 9.00020 %. 


Die Tabellenwerte sind unter der Annahme konstanter Speicher- 
geschwindigkeit aus Messungen berechnet. die sich iiber mehrere (bis zu 
24) Stunden erstreckten. Aus den drei letzten Kolonnen ist zu entnehmen, 
daB die Speicherung bei geringen AuBenkonzentrationen verhalinismaBig 
rascher verlauft. Zu diesem Ergebnis kamen auch Bartels und Schwan- 
tes (1957/58), wobei nach diesen Autoren auch bei héherer Aufenkonzen- 
tration (=> 5.10-3 mol ~ 0.14%) wieder eine relative Zunahme der Speicher- 
geschwindigkeit eintritt. In unserem dritten Versuch (Tab. 6, letzte Kolonne) 
scheint sich nun schon bei der Konzentration 0.033% eine solche abermalige 
Erhéhung der Speichergeschwindigkeit anzudeuten. 

Wenn die Vitalfarbung aus schwach alkalischer Reaktion erfolgt, ist die 
Speichergeschwindigkeit gro, da das Neutralrot in diesem pH-Bereich be- 
reits zu einem hohen Prozentsatz in permeierfahiger Form vorliegt (vgl. 
S. 48). So haben z. B. Collander, Lénegren und Arhimo (1945) 
mit Hilfe der mikrokolorimetrischen Methode nach O ve rion (1907) fest- 
gestellt, daB in den AuRenepidermen von Allium cepa aus Neutralrot 
0.0001 % in leicht alkalischer Lésung im Schiittelversuch schon nach 10 Minu- 
ten eine Speicherung auf das 300fache der AuBenlésung eintrat! Daf im 
Schiittelversuch tatsiichlich viel héhere Speichergeschwindigkeiten erzielt 
werden kénnen, haben erst jiingst wieder Drawert und Endlich 
(1956) bestitigt. 
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In unseren Versuchen wurde das Neutralrot von den Vakuolen der 
Zwiebelinnenepidermis pro Stunde auf das 23- bis 113fache der Aufen- 
konzentration gespeichert (Tab. 6), wobei auch mit gréBeren Unterschieden 
zwischen den einzelnen Zwiebeln und Zwiebelschuppen gerechnet werden 
mu, 

Bartels und Schwantes (1957/58) erhielten mit Neutralrotlésun- 
gen ahnlicher Konzentration, die aber auf pH 6,75 gepuffert waren, bei 
einer Fiarbedauer von 50 Minuten eine geringere bzw. langsamere Spei- 
cherung auf das 10- bis 30fache der Aufenkonzentration. 

Weitere Angaben iiber Speichergeschwindigkeiten von Neutralrot in 
Chara-Internodialzellen finden sich bei Collander, Lénegren und 
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Abb. 5 Abb. 6 
Abb. 5. Farbstoffspeicherung in den Vakuolen von Einzelzellen des Innenfeldes 
aus Neutralrot 4 : 10.000 in Leitungswasser (je 3 Werte). Abkiirzungen wie in Abb. 4. 
Abb. 6. Unterschied zwischen Zellen des Wundrandes und des Innenfeldes in der 
Farbstoffspeicherung aus verschieden konzentrierten Neutralrotlésungen. 
e Wundrandzellen, o o Innenfeldzellen. Ubrigen Abkiirzungen wie Abb. 4. 


Arhimo (1943) und Bazin (1944). K6lbel (1948) farbte Hefezellen aus 
0.0072% Neutralrot und pH 6,5 bis 7,0 zehn Minuten lang, doch lassen sich. 
infolge der angewandten Methode, keine vergleichbaren Geschwindigkeits- 
angaben ableiten. 


4. Speichermaxima der Vakuolenfarbung der Innen- 
epidermis 

Es schien. vor allem im Hinblick auf die theoretischen Ausfiihrungen von 
Kinzel (1954) iiber die Speicherung basischer Vitalstoffe in .,leeren* 
ideal gepufferten Zellsiften, von Interesse. die praktisch erreichbaren 
Speichermaxima quantitativ zu erfassen. Jedem Vitalfarber sind die wahr- 
haft prachtigen Bilder bekannt, welche z. B. an Zwiebelepidermen nach 
langerer Farbedauer mit Neutralrot zu erhalten sind. Es gibt dann inten- 
sivste, vollkommen reine und noch durchaus vitale Vakuolenfarbungen, wie 
die oft rege Plasmastrémung solcher Zellen hinlanglich beweist (Abb. 7). 


é 
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Wie im vorigen Abschnitt gezeigt wurde, verlaiuft die Farbstoffspeiche- 
rung zuerst mit nahezu konstanter Geschwindigkeit. Bei lingerem Ver- 
weilen des Zwiebelhaiutchens auf dem Farbbad pflegt sich schlieBlich ein 
Hoéchstwert der Vakuolenfairbung einzustellen, welcher dann fast unveran- 
dert so lange beibehalten wird, bis nach irreversibler Plasmaschidigung. 
Kern-, Plasma- und Wandfarbungen unter gleichzeitigem Riickgang der 
Vakuolenfarbung auftreten. 


Tab. 7, Empirische Speichhermaxima (6max) in Vakuolen der Innenepidermis. 
(3 Versuche.) 





Ca% nach ts nach 2 nach 3% Empir. Omax 





0,033 4b 10’ 2,78 1h 414’ 1,43 1h 19’ 2,5 82 43 
0,010 7h 45’ d 62 08’ 1,56 gh 1,68 300 156 
0,0010 | 25h 1,05 | 23h 1,18 | 24h 30’ 1,32 | 1050 1180 
0,00033 | 25h 0,361 23h 0,56 | 24h 40’ 0,54 | 1750 1670 
0,00010' 14h 0.11 8h 04’ 0,046 102 55’ 0,124) 1100 460 


Stunden. 
Minuten. 

c,% Konzentration der Neutralrotlésung in Leitungswasser (Aufenkonzentration) 
in %. 

¢;,% Neutralrotkonzeniration in der Vakuole (Innenkonzentration) in %. 

Smax Maximalwert des Speicherungsfaktors = ese. 


' fiir ¢, = 0,00020 %. 


Tabelle 7 gibt die in drei Versuchen erzielten Héchstwerte der Vakuolen- 
fiirbung wieder. Innenepidermen, die aus Neutralrot 1 : 3000 oder 1 : 10.000 
mehrere Stunden lang angefarbt wurden, zeigen intensivste Rotfarbung der 
Vakuolen bei vélligem Fehlen von Wand- und Plasmafirbung. Bei so star- 
ker Anfarbung der Vakuolen ist oft kein Unterschied mehr zwischen 
Wundrand- und Innenfeldzellen zu bemerken (vgl. S. 40 u. Abb. 8). Wir 
konnten wiederholt Zellen feststellen, deren Vakuolen z. B. nach 5 Stunden 
Anfarbung aus Neutralrot 1 : 10.000 eine Innenkonzentration von ca. 2% 
und mehr aufwiesen und trotzdem noch kraftige Plasmastrémung zeigten! 

Wie aus Tabelle 7 ersichtlich ist, ergeben sich auf diese Weise Vakuolen- 
farbungen, denen eine Farbstoffkonzentration von ca. 1,5 bis 3.0% zuge- 
schrieben werden mu. Nach Harms (1957, I1/19) betragt die Léslichkeit 
von Neutralrot in Aqua dest. ca. 3% und Conn (1953, p. 291) gibt fiir 
zwei Handelspriaparate die Wasserléslichkeit zu 2.7 und 2,85% an. In so 
stark gefirbten Vakuolen werden demnach Konzentrationen erreicht, die 
unter Normalbedingungen die Léslichkeitsgrenze des Farbsalzes in Wasser 
darstellen. Auch Bartels und Schwantes (1957/58) kommen (aller- 
dings durch Extrapolation) zu ahnlichen Héchstwerten der Vakuoleninnen- 
konzentration. 

Aus verdiinnien AuBenlésungen (< 1 : 100.000) ergibt sich keine gleich- 
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massige Durchfarbung der Hautchen mehr. Wegen ihrer groBeren Speicher- 
geschwindigkeit tritt nach langerer Farbedauer eine mehr oder weniger 
deutliche Bevorzugung von Wundrand- und einzelnen Innenfeldzellen in 
Erscheinung. 

Nach Strugger (1936, 1949) sollen gefarbte Wundrandzellen imstande 
sein, bei nachfolgender Wiisserung den sich entfairbenden Zellen des Innen- 
feldes iiber die Membranen den Farbstoff zu entziehen und in ihren Vaku- 
olen anzureichern. 


Abb. 7 Abb. 8 


Abb.7. Innenepidermis der Kiichenzwiebel ca. 3 Stunden in Neutralroi 1 : 10.000 
in Leitungswasser. Vakuolenkontraktion und intensive reine Vakuolenfirbung; in 
allen Zellen war Plasmastrémung sichtbar: im Griinlicht 650. 

Abb. 8. Wie Abb. 7. nur schwicher gefirbt; am unteren Bildrand die Wundrand- 
zellen; die Farbung des Innenfeldes ist bereits von ahnlicher Starke; das Neutral- 
rot ist z. T. in Nadelform ausgefallen; im Griinlicht 120. 


Es ware nun denkbar, daf bei langerer und ungleichmafiger Anfarbung 
aus verdiinnten Farbbadern ein ahnlicher Vorgang mit im Spiele ist. Wir 
haben daher an .kurzgefarbten*, d.h. 10 bis 20 Minuten aus Neutralrot 
1 : 10.000 angefarbten Innenepidermen, die bis zu 24 Stunden auf Leitungs- 
wasser schwammen, abermals Konzentrationsmessungen von Vakuolen des 
Wundrandes und des Innenfeldes vorgenommen (Tab. 8). 

Wie aus den Zahlen ersichtlich ist. nimmt die Farbsioffkonzentration 
der Wundrandzellen und der wundrandnahen Zellen bei 24stiindiger Wiis- 





Mikrophotometrische Untersuchungen zur Neutralrotspeicherung 45 


serung ebenfalls mehr oder weniger deutlich ab. Die Zellen des Innenfeldes 
und gelegentlich auch Wundrandzellen pflegen sich indessen vollstandig zu 
entfarben und zu erholen, wie die wieder einsetzende Plasmastrémung 
beweist (Strugger 1936, 1949). Die zitierte Bemerkung Struggers 
diirfie wohl auf einer optischen Tauschung beruhen, da einzelne Zellen im 
ungefarbten Untergrund viel intensiver gefarbt erscheinen als in einem 
gleich stark gefarbten Zellverband (subjektiver Kontrast!). 


Tab. 8. Entfarbung von Wundrand- und Innenfeldzellen bei langerem Wassern. 





= _O/ 
Nach Cio 


» WRZ WRN|WRZ WRN | WRZ IFZ WRZ IFZ 





= 0,46 0,20 | 0,19 0,09 | 0,24 0,10 0,27 0,04 
7 | 0,46 0,21 | 0,18 0,09 | 0,17 0,06 0,14 0,02 
24 | 0,42 0,15 | 0,11 0,06! 0,11 <0,01! |< 0,01! <0,01! 


WRZ eine Wundrandzelle. 

WRN eine wundrandnahe Zelle. 

IFZ eine Innenfeldzelle. 

c,% Neutralrotkonzentration in der Vakuole (Innenkonzentration) in %. 


' Keine Farbung mehr zu sehen, wieder Plasmastrémung! 


Bezieht man nun die Werte fiir die Innenkonzentration der Vakuolen 
auf die AuBenkonzentration des Farbbades, so erhalt man die empirischen, 
maximalen Speicherungsfaktoren (Tabelle 7). Vergleicht man diese empiri- 
schen Héchstwerte der Farbstoffspeicherung mit den nach Kinzel (1954) 
berechneten, wie sie sich in leeren, ideal gepufferten Zellsaften nach langerer 


Tab. 9. Theoretische Speichermaxima (6max),die sich in ideal gepufferten Zellsaften 
nach langerer Anfarbung aus verschieden konzentrierten Neutralrotlésungen in 
Leitungswasser einstellen. 

(Berechnet nach Kinzel 1954, p. 56, wobei der Umschlagpunkt des Neutralrots bei 
pH 7.4 angenommen wurde.) 





pH der Theoret. 6 max bei Zellsaft-pH 
AuBenlésung 4,0 4,5 5,0 5,2 





715 226 71 
902 286 90 
1410 442 140 
1540 487 154 
1670 530 167 


0,033 
0,010 
0,0010 
0,00033 
0,00010 


aI ss) 51 +1 


Abkiirzungen wie in Tab. 7. 


theoretisch nach unendlich langer Zeit — einstellen miiBten (Tab. 9), so 
ist zu bemerken, daf die Speicherung aus héher konzentrierten Farbbidern 
gegeniiber den berechneten Werten zu gering ausfallt. Eine gréBenord- 
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nungsmaBige Ubereinstimmung liefe sich aber erzielen, wenn man annimmt, 
da bei stiirkerer Farbstoffspeicherung eine Verschiebung des Zellsaft-pH 
gegen den Neutralpunkt erfolgt. Eine derartige pH-Anderung ist nun tat- 
sichlich beim Uberschreiten der Pufferkapazitit des Zellsaftes zu erwarten 
(Kinzel 1954). Bei Durchfiihrung von exakten pH-Messungen des Zell- 
saftes kénnte sich dieser Umstand als eine Fehlerquelle erweisen, da durch 
den aufgenommenen Indikator eine Verschiebung des Zellsaft-pH-Wertes 
wohl anzunehmen ist (Dra wert 1955). 


IV. Diskussion 


Wenn auch die vorgelegten Messungen infolge ihrer geringen Zahl 
keinen Anspruch darauf erheben kénnen, statistisch gesicherte Aussagen 
zu liefern, so meinen wir doch, im Laufe der Versuche in einigen Punkten 
Klarheit gewonnen zu haben. 

Unsere Messungen ergaben in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen 
von Bartels und Schwantes (1957/58) nahezu eine lineare Zunahme 
der Neutralrotspeicherung in Abhangigkeit von der Zeit. was auch fiir 
Akridinorange (Kélbel 1947, Bartels 1954) und Thionin (Bartels 
und Schwantes 1955) festgestellt werden konnte. 

Wie es fiir einen Diffusionsvorgang zu erwarten ist, hangt die Ge- 
schwindigkeit der Anfarbung von der Konzentration des Farbbades (AuBen- 
konzentration) oder genauer von der Konzentration der permeierfahigen 
Form des Farbstoffes ab. Dabei konnten wir, in Ubereinstimmung mit 
Bartels und Schwantes (1957/58), bei geringen AuBenkonzentrationen 
(ca. < 1: 100.000) eine Zunahme der relativen, auf die AuBenkonzentration 
bezogenen Speicherungsgeschwindigkeit feststellen. Aus sehr verdiinnten 
Farbbadern (1 : 1,000.000) erfolgt die Speicherung also relativ schneller, 
und zwar doppelt bis dreifach so schnell als bei mittelstarker AuBenkon- 
zentration (1 : 10.000). 

Auf dieser, auch von Murakami gemachten Beobachtung, begriinden 
Bartels und Schwantes (1957/58) im wesentlichen ihre Ansicht von 
einer teilweisen, besonders bei schwachen Aufenkonzentrationen starker 
hervortretenden, nicht rein osmotischen bzw. metaosmotischen Neutralrot- 
speicherung in den Vakuolen der Zwiebelinnenepidermis. 

Gerade solchen Feststellungen, die Geschwindigkeit der Farbstoffspei- 
cherung betreffend. glauben wir mit Vorsicht begegnen zu miissen. Nach 
unseren Erfahrungen kann namlich bei AuBenkonzentrationen < 1 : 100.000 
keine gleichmaBige Durchfarbung des Innenfeldes der Zwiebelhiutchen 
mehr erzielt werden. Bei 1 : 1.000.000 farbten sich iiberhaupt nur mehr ein- 
zelne und zwar vorziiglich Wundrandzellen (vgl. S. 44). Diese Zellen sind 
gegeniiber den anderen durch eine viel raschere Farbstoffspeicherung aus- 
gezeichnet und es scheint fraglich, ob solche Zellen iiberhaupt noch mit den 
aus héher konzentriertem Farbbad gleichmafig durchgefarbten Zellen des 
Innenfeldes vergleichbar sind. 

Fiir die ,leeren“ Zellsifte der Innenepidermis von Allium cepa darf mii 
gutem Grund eine Neutralrotspeicherung nach der Ionenfallentheorie 
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(H6fler 1947, 1949, Bancher und Héfler 1959) angenommen werden. 
Bei dieser lonenspeicherung handelt es sich um einen primiir osmotischen 
Diffusionsprozef, .der wahrscheinlich auch an einem toten Modell (zwei 
wiisserige Medien verschiedener cH, durch eine Lipoidmembran getrenni) 
vor sich gehen wiirde“ (Kinze | 1954, p. 54). Kinzel hat auch auf Grund 
theoretischer Uberlegungen fiir den Endzustand der Speicherung basischer 
'arbstoffe (Speicherungsgrad) in ideal gepufferten, leeren Zellsaften eine 
Formel abgeleitet. welche es gestattet, die maximalen, d. h. nach unendlich 
langer Zeit sich einstellenden Speicherungsfaktoren zu berechnen. 

Nach Bartels und Schwantes (1957/58) soll sich bei Neutralrot- 
farbung aus pH 6,75 unabhangig von der Konzentration des Farbbades 
schon nach 50 Minuten das Speichermaximum einstellen. Diese Feststellung 
ist allerdings nicht durch Mefdaten, sondern Extrapolation aus denselben 
belegt. Bei unseren Versuchen lief die Farbspeicherung in nahezu konstan- 
ter Geschwindigkeit viel linger und fiihrte daher aus einer gegebenen 
Aufenkonzentration zu viel héheren Innenkonzentrationen. Ein langes 
Anhalten der Farbstoffaufnahme zu hohen Innenkonzentrationen hat auch 
schon Pfeffer (1886) beobachtet. Er fand bei Methylenblaufarbung der 
Wurzeln von Lemna minor und den Wurzelhaaren von Trianea die schlief- 
lich erreichte Innenkonzentration zu ca. 1%, denn in eine Lésung dieser 
Konzentration muBten die gefarbten Objekte eingelegt werden, damit sie 
weder heller noch dunkler in dem umgebenden Medium erschienen™ (. c.. 
p. 195). 

In unseren Versuchen konnte aus Neutralrot 1 : 10.000 in Leitungswasser 
nach einigen Stunden eine reine, nachweisbar vitale Vakuolenfarbung er- 
zielt werden, der eine Innenkonzentration von 1 bis 3% zukommen muf. 
Solche Vakuolen hatten das Neutralrot auf das 100- bis 300fache und aus 
schwiacheren Farbbadern sogar auf das 1000- bis nahezu 2000fache der 
Aufenkonzentration gespeichert (Tab. 7). Daraus ist zu folgern, da die 
Innenepidermis von Allium cepa iiber eine gewisse Pufferung ihrer Zell- 
sifte verfiigt, denn nur dann ist eine solche Farbstoffspeicherung nach dem 
lonenfallenmechanismus iiberhaupt erst méglich (Kinzel 1954). 

Die Wahrscheinlichkeit einer allgemeinen starken Pufferkapazitat der 
Zellsafte glaubt auch Drawert (1955) annehmen zu diirfen, .da der 
pH-Wert des Zell- bzw. PreBsaftes nach den meisten Angaben gar nicht 
oder nur in geringem MaBe von der Aziditat des AuRenmediums beeinflubt 
wird, solange die Zellen nicht geschadigt sind“ (p. 642). 

Uber das Dissoziationsverhalten des Neutralrots im Neutralbereich gibt 
es besonders von chemischer Seite zahlreiche Untersuchungen (zusammen- 
gestellt bei Bartels 1956a, p. 77). Die Differenzen in diesen Angaben 
wurden von Bartels (1956a, b) in ausfiihrlichen spektralphotometri- 
schen Untersuchungen dahingehend aufgeklart, daf in der pH-Reihe der 
Spektralkurven zwei knapp nebeneinanderliegende isosbestische Punkte 
liegen, die auf das Vorhandensein von zwei verschiedenen, einwertigen 
Kationen zuriickgefiihrt werden kénnen. Fiir den Ubergang der ungelade- 
nen, im alkalischen Bereich bestaindigen und lipophilen Farbstoffmolekiile 
in die einfach geladenen, gut wasserléslichen und Polymereneffekt (Di- 
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bis Tetrameren!) zeigenden Neutralrotkationen werden zwei pH-Werte zu 
7,38 und 5,89 angegeben. 

Nun ist der scharf definierte Ubergang von der Membran- zur Vakuolen- 
farbung in pH-abgestuften Farbbadreihen von Neutralrot eine wohlbe- 
kannte Erscheinung. Sie wird auch durch die mikrospektrographischen 
Messungen von Bartels (1954), Bartels und Schwantes (1955) und 
Bartels und Schwantes (1957/58) in aller Scharfe fiir Acridinorange, 
Thionin und Neutralrot bestiatigt. Diese Tatsache wird bekanntlich von der 
Mehrzahl der Autoren auf den Ubergang des Farbstoffs aus einer imper- 
meablen in eine permeierfahige Form bzw. mit dem Ubergang der Katio- 
nen in die ungeladenen lipophilen Farbstoffmolekiile zuriickgefiihrt (vgl. 
zumal Hof ler 1947, 1949; Strugger 1949; Drawert 1956: Bancher 
und Héfler 1959). Bartels und Schwantes (1957/58) glauben nun 
auf Grund von MeBergebnissen — allerdings an schon recht schwach gefirb- 
ten Vakuolen, wo die Messungen infolge geringer Tinktion schwierig werden 
diirften — auf eine Permeabilitat der einwertigen Ubergangskationen schlie- 
Ben zu miissen. 

Wie dem auch sei, es wird kaum ein grofer Fehler unterlaufen, wenn 
wir uns, wie iiblich, mit nur einem Umschlagspunkt fiir Neutralrot bei 
pH7,4 begniigen. Berechnet man mit dieser Festsetzung die theoretisch 
méglichen maximalen Speicherungsfaktoren und vergleicht sie mit den tat- 
sachlich beobachteten Héchsiwerten, so finden wir eine gréfenordnungs- 
maBige Ubereinstimmung, wenn wir den Zellsiften der Innenepidermis ein 
pH von 4 bis 5.2 zuschreiben. Bei stirkerer Anfarbung scheint die Puffer- 
kapazitat des Zellsaftes jedoch verhaltnismaBig bald iiberschritten und die 
sauere Reaktion des Zellsaftes (pH 4—4,5)) abgeschwacht zu werden. 

Andererseits laBt das Ausbleiben einer sichtbaren Farbung der Zwiebel- 
innenepidermen mit Chrysoidin (15 Minuten mit 1 : 10.000 bei pH 7,1 be- 
handelt), das seinen Umschlagspunkt bei pH 5,5 hat, darauf schlieBen, daft 
das pH der Zellsafte nicht viel kleiner sein kann (Flasch 1956). Auch 
Drawert (1955) fiihrt in seiner zusammenfassenden Darstellung iiber 
den pH-Wert der Zellsafte fiir die Zwiebel einen elekirometrisch an Pref- 
saften gefundenen Wert von 5,7 (Ingold 1930) und einen kolorimetrisch 
fiir die Mesophylizellen der Zwiebel bestimmten Wert von 4,8—5,0 (Y a- 
maha und Ishii 1933) an; es handelt sich aber auch bei den Mesophyll- 
zellen der Zwiebel um .leere* Zellsifte, so daB diese Werte wohl mit den 
von uns angenommenen vergleichbar sind. 

Wir sind uns allerdings der Schwierigkeiten bewult, die gerade beim 
Vergleich von Hoéchstwerten der Farbstoffspeicherung naturgemaB eintreten 
miissen. Es liegen auch schon Ergebnisse vor, die darauf hindeuten, daf 
weniger die Héhe der Farbstoffakkumulation in der Vakuole als vielmehr 
eine lingere Dauer des Anfarbevorganges selbst die Zellen unmittelbar 
schadigt. 


Nichtsdestoweniger hoffen wir gezeigt zu haben, daf es méglich und 
sinnvoll erscheint, quantitative Angaben iiber die Neutralrotspeicherung 
in den Vakuolen der Zwiebelinnenepidermen mit den Erfordernissen und 
Voraussagen der lonenfallentheorie in direkten Zusammenhang zu bringen. 





Mikrophotometrische Untersuchungen zur Neutralrotspeicherung 49 


Eine zwingende Notwendigkeit, auf Grund von doch schon recht diffizilen 
Messungen, zusatzliche Hypothesen iiber den Speicherungsvorgang einzu- 
fiihren (Bartels und Schwantes 1957/58), scheint uns noch nicht ge- 
geben zu sein (vgl. auch Kinzel 1958b). Andererseits soll aber hier auch 
nicht einer einseitigen Haltung das Wort geredet, sondern die Méglichkeit 
anderer mehr oder weniger beteiligter Prozesse, wie etwa Austauschadsorp- 
tion, Kationenadsorption an Zellsaftkolloide etc. (vgl. Drawert 1956) 
offengelassen werden. 


Zusammenfassung 


Es werden Farbstoffkonzentrationsmessungen an neutralrotgefarbten 
Innenepidermiszellen von Allium cepa beschrieben, die mit Hilfe des Photo- 
meter-Okulars von Reichert durchgefiihrt wurden. 

Die Beobachtungen anderer Autoren werden insofern erganzt, als auf 
die Lage der Zellen im Schnitt (Wundrand oder Innenfeld) und die dadurch 
stark veranderten Speicherbedingungen besonders geachtet wird. Ferner 
wurde die Speichergeschwindigkeit untersucht sowie vor allem auch das 
bei langerer Farbedauer erreichbare, empirische Speichermaximum der 
Vakuolen bei Anfarbung mit Neutralrotlésungen (Konzentration 1 : 3000 bis 
1 : 1,000.000 in Leitungswasser). 

In Ubereinstimmung mit Messungen anderer Autoren ergab sich eine 
weitgehend konstante Speichergeschwindigkeit. Aus schwachen Farbbadern 
scheint die relative, auf die Konzentration des Farbbades bezogene Speicher- 
geschwindigkeit gréfRer zu sein als bei Anfarbung aus mittlerer Konzen- 
tration; doch farben sich im ersten Fall fast nur mehr die Zellen des Wund- 
randes an, die mit den Zellen des Innenfeldes, auf das sich unsere Messungen 
in der Regel beziehen, nicht streng vergleichbar erscheinen. Wundrandzellen 
farben sich anfanglich viel rascher an, doch pflegen die Zellen des Innen- 
feldes bei langerer Farbedauer und mittlerer Konzentration des Farbbades 
den Vorsprung aufzuholen. 

Vakuolen der Innenepidermis kénnen nach mehreren Stunden Anfar- 
bung aus Neutralrot 1 : 3000 oder 1 : 10.000 bei voller Vitalitat (Plasma- 
str6mung) eine Farbspeicherung zeigen, der eine Konzentration von 1 bis 
3% entspricht, was gleichbedeutend ist mit der Léslichkeitsgrenze des Farb- 
salzes in Wasser. 

Die Héchstwerte der empirischen Speicherungsfaktoren (= Farbstoff- 
konzentration in der Vakuole/Konzentration des Farbbades) ergeben sich 
nach 24stiindiger Anfarbung aus_ verdiinnten Neutralrotlésungen 
(<1: 100.000) zu 1000 bis nahezu 2000. Vergleicht man die gefundenen mit 
den theoretischen Speichermaxima, wie sie sich bei Ionenfallenspeicherung in 
ideal gepufferten Zellsaften nach (unendlich) langer Zeit einstellen miiften, 
so ergibt sich eine gréRenordnungsmafige Ubereinstimmung, wenn man 
den Zellsaften der Zwiebelinnenepidermis ein pH von 4,0 bis 5,2 zuschreibt. 
Bei zunehmender Farbstoffspeicherung scheint die Pufferkapazitat der Zell- 
sifte iiberschritten zu werden, wodurch sich das pH um etwa eine Stufe 
gegen den neutralen Bereich verschiebt. 

Die vorgelegten Ergebnisse stimmen mit den Gesetzmafigkeiten, die 

Protoplasma, Bd. LII/1 4 
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nach der lonenfallentheorie fiir die Aufnahme und Speicherung basischer 
Farbstoffe in ,leeren“ Zellsaften zu erwarten sind, im wesentlichen iiberein. 
Es ergibt sich aus ihnen kein zwingendes Argument fiir eine Annahme 
anderer als osmotischer Aufnahmevorginge. 
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Die Doppelbrechung des Schleimes 
Tilia ulmifolia Scop. 


Von 
Kurt Freytag, Treysa 
Mit 1 Textabbildung 


(Eingegangen am 28. Juli 1959) 


»Die Zahl der Arbeiten iiber Pflanzenschleime ist eine recht ansehnliche, 
und dennoch sind die naheren Deiails ... noch mangelhaft erforscht.* 
Dieser 1893 von Walliczek ausgesprochene Satz gilt heute immer noch, 
wenn auch diesen Bildungen des pflanzlichen Organismus in den letzten 
Jahren wieder mehr Aufmerksamkeit geschenkt wurde. Das Elekironen- 
mikroskop machte in verschiedenen Schleimen Mikrofibrillen und Mikro- 
fibrillenbander sichtbar (Frey-Wyssling und Stecher 1954, 
Mihlethaler 1949, 1950), das Polarisationsmikroskop lief Schliisse zu 
auf den Feinbau des nicht vorbehandelten Schleimes (Cz aja 1954, F re y- 
tag 1956, 1958). In chemischer Hinsicht sind die Verhaltnisse noch keines- 
falls véllig geklart, die alte Einteilung Tschirschs (1889) in Zellulose- 
schleime und .echte* Schleime erweist sich auch heute noch als zweckmafig 
(Frey-Wyssling 1959). 


Eigene Untersuchungen 


Im Querschnitt durch Blattstiele von Tilia ulmifolia Scop. fallen im 
Rindenparenchym die Schleimzellen durch ihre Gréfe leicht auf. Wie schon 
Walliczek (1893) festgestellt hat, wird der Schleim vom Protoplasten 
gebildet und an die anfangs recht diinne Zellwand in mehr oder weniger 
machtigen Schichten angelagert. Es handelt sich hier also um einen soge- 
nannten Membranschleim. 

Setzt man den Schnitten etwas Wasser zu, so verquillit der Schleim fasi 
augenblicklich zu einer homogenen, wasserklaren Masse, die sehr schnell 
die durch die Praparation gedffneten Zellen verlaBt. In hochprozentigem 
Athyl- oder Methylalkohol sowie in Glyzerin bleibt die Quellung aus. Der 
Schleim kann mit Methylenblau oder Rutheniumrot leicht angefarbt wer- 
den, gibt jedoch mit Chlorzinkjodlésung nicht die fiir Zellulose typische 
Blaufarbung, sondern laBt die Schleimmassen nur gelb erscheinen. Diese 
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Ergebnisse stehen im Einklang mit Literaturangaben (Walliczek 1893, 
Meyer 1915, Tschirsch 1889), Fiigt man zu den Schleimmassen Alko- 
hol oder Calciumionen zu, so wird der Schleim ausgefiallt. Daraus laBt sich 
folgern, dai die Schleimmassen aus Pektin bestehen, Zellulose jedoch nicht 
vorhanden ist. Der Schleim von Tilia gehért also zu den .echten* Schleimen 
im Sinne von Tschirsch. 

Im Polarisationsmikroskop erscheint der gequollene Schleim optisch iso- 
trop. Beobachtet man aber die Schnitte in einem Medium, das der Quellung 
der Schleimschichten nicht stattgibt, so ist eine relativ starke Doppelbre- 
chung zu bemerken. Diese Beobachtung scheint deshalb besonders erwih- 
nenswert, weil in den allermeisten Fallen die Pektine der Pflanze in ihrem 

natiirlichen Zustand optisch isotrop erscheinen. 
Pektinlamellen (z. B. in der kutinisierten 
Membran, Mitiellamelle u. dgl.) bleiben im 
Polarisationsmikroskop unter allen Azimuten 
dunkel, Der Grund hierfiir wurde in der 
relativ geringen Liinge der Pektinketten und 
ihrer verhaltnismaBig starken Hydratation 
gesuchi, die einer guten Parallelorientierung 
als Voraussetzung fiir mebare Doppelbre- 
chung im Wege stehen. 

Schaltet man die Gipsplatie Rot I. Ord- 
nung oder ein Viertelwellenlangenpliatichen 
in den Strahlengang des Mikroskops, so 
kann man feststellen, da der Teil der Zell- 
wand, an die der Schleim vom Plasma an- 


ae ee ee gelagert wird, positive Doppelbrechung in 


polarisierten Licht unter der 
Wirkung einer 4/4-Glim- 
merplatte. Die MHell- und 
Dunkelfarbung der Schleim- 
schichten ist den umliegen- 


bezug auf seine Tangente zeigt, die aufge- 
lagerten Schleimschichten jedoch negativ 
doppelbrechend sind (Abb. 1). Beim Quellen 
verschwindet die optische Anisotropie sofort, 
ohne das Vorzeichen etwa zu indern. 


den Zellwanden gerade ent- 
gegengesetzt. 


Fiir das Zustandekommen der negativen 
Doppelbrechung der Schleimschichten gibt es 
drei Erklarungsméglichkeiten: 

1. Die Bausteine besitzen positive Eigendoppelbrechung und sind radial 
gelagert. Die dabei zu vermutende Texturdoppelbrechung ergaibe dann 
ebenfalls negatives Vorzeichen zur Tangente. 

2. Die Bausteine sind tangential gelagert und besitzen negative Eigen- 
doppelbrechung. die dabei entstehende Texturdoppelbrechung wiirde in 
diesem Falle positives Vorzeichen zur Bezugsrichtung erzeugen. 

3. Die Teilchen waren radial orientiert, die Formdoppelbrechung wiirde 
vielleicht die vorhandene negative Eigendoppelbrechung iiberkompensieren. 


Die gut ausgebaute und vielfach erprobte polarisationsoptische Methode 


erlaubt bei bekannter 
Orientierungsrichtung 


Eigendoppelbrechung die Lagerung, bei bekannier 
die Eigendoppelbrechung festzustellen. In unserem 
Fall ist keines von beiden bekannt. Die bisweilen zu beobachtende tangen- 





Die Doppelbrechung des Schleimes von Tilia ulmifolia Scop. 55 


tiale Schichtung und die Quellung in radialer Richtung sprechen fiir die 
zweite Méglichkeit. 

Imbibitionsversuche sind in der Lage, die Texturdoppelbrechung weit- 
gehend aufzuheben. Dazu wurden Schnitte in Medien verschiedener Brech- 
kraft gelegt und das Vorzeichen der Doppelbrechung bestimmt: Methanol 
(ny = 1,33), Diathylather (1,35), Isopropanol (1,37), Glyzerin (1.46), Xylol 
(1.49), Kanadabalsam (1,54) oder Jodbenzol (1.62) andern das Vorzeichen 
der Schleimschichten nicht. In Wasser (1,33) kann wegen der starken Quel- 
lung nicht beobachtet werden. Aus den Versuchen laft sich schlieBen, dak 
die negative Doppelbrechung nicht das Ergebnis der Anordnung der Bau- 
steine ist, sondern deren Eigendoppelbrechung darstellt. Die dritte Még- 
lichkeit scheidet somit aus. 

Ist die Anordnung der isodiametrisch gedachten Teilchen bekannt, dann 
laBt sich auch die Lage der Indikatrix zum Laingsdurchmesser des Teilchens 
angeben: Durch Bildung von Faden lassen sich die Bausteine des Schleimes 
kiinstlich orientieren. Man driickt die mit der Schere abgeschnittenen Blatt- 
stiele mit der Schnittflache leicht auf den Objekttrager. Der durch das 
Gewebswasser etwas gequollene Schleim bleibt am Glase haften und bildet 
beim Wegziehen des Blattstieles schéne diinne Faden, die an der Luft 
schnell austrocknen und fest werden. Sie zeigen in Luft negative Aniso- 
iropie zur Lange des Fadens. Im Imbibitionsversuch laBt sich mit den oben 
angefiihrten Fliissigkeiten keine Umkehr des Vorzeichens erzwingen. Im 
Wasser verquellen die Faden sofort unter Verlust ihrer Anisotropie, lassen 
sich aber mit Alkohol leicht wieder sichtbar machen. 

Die Eigenschaft, Faden zu bilden, ist ein Kennzeichen fiir Stoffe mit 
relativ langen, stabchenférmigen Bausteinen. Sie ordnen sich beim Ziehen 
stets mit ihrer Langsachse parallel zur Zugrichtung. Mit dem sie durch- 
dringenden Medium kénnen sie einen sogenannten Mischkérper bilden, der 
aber der Theorie Wieners (1912) zufolge stets ein positives Vorzeichen 
zur Lange des Fadens besitzen mu. Das festgestellte negative Vorzeichen 
muf als Eigendoppelbrechung der Bausteine gedeutet werden. Die Index- 
ellipse liegt mit ihrer grofen Achse also quer zu der Langsrichtung der 
Siabchen. Nach den vorliegenden Beobachtungen muf die Eigendoppel- 
brechung auch bei der Quellung so stark sein, daf sie die in irgendeinem 
Medium auftretende Texturdoppelbrechung nicht in Erscheinung treten lat. 

Fiir die Anordnung der Bausteine in der Zelle bedeutet das, daf nur die 
zweite Moglichkeit zutreffen kann. Die negativ doppelbrechenden Pektin- 
ketten sind tangential angeordnet, die notwendigerweise zustande kom- 
mende positive Texturdoppelbrechung ist zu schwach, um sichtbar zu wer- 
den. Diese Verhaltnisse stehen in guter Ubereinstimmung mit der allge- 
meinen Anschauung, daft makromolekulare Zellwandstoffe stets parallel 
mit der Plasmaoberfliche abgelagert werden. 


Diskussion 


Das Verhalien gegeniiber Wasser und die anfangs angefiihrten (nichi 
streng spezifischen) Farbemethoden sprachen fiir Pektin als Hauptbestand- 
teil des Schleimes. Die polarisationsoptisch gewonnenen Ergebnisse kénnen 
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die Vermutung nur bestarken. So konnten van Lterson (1933) und 
Wuhrmann und Pilnik (1945) an kiinstlichen Pektingelen negative 
Eigendoppelbrechung fiir die Fadenmolekiile nachweisen. Doppelbrechende 
Pektinschichten in ihrer natiirlichen Lagerung in der Pflanze scheinen nicht 
sehr haufig zu sein, bisher sind lediglich zwei Falle bekanntgeworden: Die 
Kollenchymzellwande von Petasites vulgaris (Roelofsen und Kreger 
1951) und die PalisadenauBenwande mancher Leguminosensamenschalen 
(Stein von Kamienski- Jancke 1958). Bis auf die Samenschalen 
von Ceratonia siliqua L. muBten die Objekte aber erst mit Kupferoxyd- 
Ammoniak behandelt werden, um die beigemischte Zellulose zu entfernen, 
die durch ihre starke Doppelbrechung diejenige der Pektine iiberdeckte. 
Die Schleimzellen von Tilia sind also das zweite Objekt, bei welchem die 
Doppelbrechung der Pektine in ihrer natiirlichhen Lagerung in der Pflanze 
ohne Vorbehandlung beobachtet werden kann. 

Im Vergleich mit den Angaben iiber das native anisotrope Pektin zeigt 
der Schleim von Tilia noch einige bemerkenswerte Besonderheiten: Es fallt 
auf, da bei unserem Objekt keine positive Texturdoppelbrechung beobach- 
tet werden konnte, obwohl mit Fliissigkeiten verschieden hoher Brechungs- 
indices imbibiert worden war. Das Kollenchympektin wurde in Medien 
mit einem Brechungsindex unter 1,43 positiv anisotrop, das der Samen- 
schalen von Gleditschia nach Cuoxambehandlung zwischen 1,4 und 1,44, das 
reine Pektin der Samenschalen von Ceratonia zwischen 1,36 und 1,33 posi- 
tiv doppelbrechend. Die Umkehr der Doppelbrechung bei diesen Objekten 
laBt sich auf die Texturdoppelbrechung in Medien mit niedrigem Bre- 
chungsindex zuriickfiihren, denn nach Wiener steigt mit wachsender 
Differenz der Brechungsindices von Substanz und Imbibitionsmittel die 
Texturdoppelbrechung an. Fiir kiinstlich hergestellte Pektingele wird als 
mittlere Brechzahl 1,503 angegeben (Frey-Wyssling 1959), dieser 
Wert stimmt mit den Kurvenminima der natiirlichen anisotropen Pektin- 
vorkommen gut iiberein. Der Tilia-Schleim ahnelt also in seinem polari- 
sationsoptischen Verhalten eher dem Ceratonia-Pektin, was vielleicht da- 
mit zu begriinden ist, da beide Objekte nicht mit Cuoxam vorbehandelt 
zu werden brauchten. Er unterscheidet sich aber deutlich darin, daff er sein 
Vorzeichen auch in Athanol (1,35) oder Methanol (1,33) oder beim Cuellen 
in Wasser (1,33) nicht wechselt. Die Ursache dafiir kénnte in einer starkeren 
Orientierung der Kettenmolekiile (héheres Molekulargewicht?) oder in 
einer verstarkt auftretenden Eigendoppelbrechung zu suchen sein, die vom 
Bau des Molekiils selbst (Art und Grad der Veresterung?) abhangt. 


Zusammenfassung 


Die Schleimzellen aus dem Rindenparenchym der Blattstiele von Tilia 
ulmifolia werden mit dem Polarisationsmikroskop untersucht. Der zellu- 
losefreie Pektinschleim ist anisotrop und zeigt negatives Vorzeichen in be- 
zug auf die Tangente an die Zellwand. Imbibition und Untersuchung von 
Schleimfaden lassen auf konzentrische Lagerung der Bausteine mit nega- 
tiver Eigendoppelbrechung schlieBen. Es ist dies der zweite Fall, daf natiir- 
liches Pektin seine Doppelbrechung ohne Vorbehandlung zeigt. Es wird 
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festgestellt, daf® die Eigendoppelbrechung des Tilia-Schleimes gegeniiber 
den Literaturangaben iiber doppelbrechende natiirliche Pektingele deutlich 
héher liegt, was auf bessere Orientierung oder verstarkte Eigendoppel- 
brechung zuriickgefiihrt wird. 
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Protistenstudien X 


Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen an der Amébe 
Hyalodiscus simplex n. sp. 


Von 


K. E. Wohlfarth-Bottermann 


Aus dem Zentrallaboratorium fiir angewandte Ubermikroskopie am Zoologischen 
Institut der Universitat Bonn 


Mit 30 Textabbildungen 


(Eingegangen am 29. Juli 1959) 


Vor kurzem ist in dieser Zeitschrift die Feinstruktur des Cytoplasmas 
und der Zellmembran von Amoeba proteus und einer relativ groBen, seiner- 


zeit noch nicht bestimmten Amébe vom ,,Limax-Typ“ an Hand elektronen- 
mikroskopischer Aufnahmen von  Diinnschnitten beschrieben worden 
(Schneider und Wohlfarth-Bottermann 1959). Inzwischen ha- 
ben weitere Untersuchungen, insbesondere an der zweiten Amdébenart, 
cytologische Befunde ergeben, die iiber die Ergebnisse der genannten Arbeit 
hinausgehen. Gerade dieser Amébenstamm hat sich aus weiter unten dar- 
zustellenden Griinden als auerordentlich giinstig fiir licht- und elektronen- 
mikroskopische Untersuchungen erwiesen. Obgleich bereits verschiedene 
Arbeiten iiber die elektronenmikreskopische Feinstruktur von Amében- 
Zellen vorliegen, kann von einer abgerundeten Kenntnis, insbesondere der 
cytoplasmatischen Strukturen, noch keine Rede sein. Vor wenigen Monaten 
erschien eine zusammenfassende Darstellung iiber den Feinbau der .Organo- 
ide von Amoeba proteus und seine Beeinflussung durch verschiedene 
Fixierstoffe*~ von Lehmann (1958), woraus hervorgeht, wie wenig iiber 
die sublichtmikroskopische Cytologie der Amében bisher bekannt ist. Die 
Feinstruktur der Amébenzellen ist aber nicht nur von spezieller Bedeutung, 
sondern beansprucht im Rahmen der Lésung grundlegender cytologischer 
Fragen (wie z.B. der Analyse cytoplasmatischer Bewegungsvorginge) all- 
gemeines Interesse’. An Amében lassen sich mit Erfolg cytoplasmatische 
Transformationen elektronenmikroskopisch verfolgen (Wohlfarth- 


1 Anmerkung bei der Korrektur: Vgl. die inzwischen erschienene Monographie 
~The Biology of the Amoeba“, Ann. N. Y. Acad. Sci. 78. Art. 2, 401—704 (1959). 
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Bottermann 1959a).Es erscheint daher gerechifertigt, die Feinstrukturen 
dieser Amébenzellen ausfiihrlicher darzulegen, zumal die hier neu zu 
beschreibende Amébenart zur Zeit vergleichend nach Einwirkung verschie- 
dener Fixierer sowie nach Einwirkung verschiedener Ionen, Narkotika 
sowie von ATP auf das Cytoplasma untersucht wird, woriiber spater zu 
berichten ist. 

Wenn in Zukunft eine fun ktionelle Morphologie im sublichtmikro- 
skopischen Bereich der Zellen angestrebt werden soll, muB das Elektronen- 
mikroskop iiber seine Verwendung in der rein deskriptiven Cytologie hin- 
aus in steigendem Mafe auch in der experimentellen Zellforschung 
eingesetzt werden. Hierzu kann auf ,Standardobjekte” zuriickgegriffen 
werden, die in ihren vorgegebenen Eigenschaften bereits den besonderen 
Erfordernissen der elektronenmikroskopischen Methodik entsprechen. Pro- 
tisten diirften in vielen Fallen hierzu eine besondere Eignung besitzen. 
Wahrend sich fiir die Untersuchung chromosomaler Strukturen z. B. der ma- 
rine Dinoflagellat Amphidinium elegans Grell und Wohl farth-Bot- 
termann 1957 als besonders giinstig erwiesen hat, soll die besondere Eig- 
nung von Hyalodiscus simplex als Objekt fiir die experimentelle Unter- 
suchung des Cytceplasmas, seiner Transformationen und Bewegungsvorgange 
dargelegt werden. 

Kultur der Amében 


Die Amében wurden Anfang Mai 1958 in einer Algenkultur entdeckt. die sich 
im Labecratorium iiber einer Schlammprobe (aus dem Weiher des Botanischen 
Gartens der Universitat Bonn) entwickelt hatte. Gleichzeitig mit der licht- und 
elektronenmikroskopischen Untersuchung dieser Amében wurden Kulturversuche 
auf Erdagar mit Heudekoktzusatz sowie in 01%iger Knopscher Lésung 
unter Zusatz von Spuren von Milch (Tartar 1950) unternommen. 
Wahrend die Kultur auf Agar zwar gelang, sich aber fiir die licht- und elektronen- 
mikroskopischen Untersuchungen aus technischen Griinden als ungiinstig erwies, 
konnten in Knopscher Lésung mit Milchzusatz die Amében befriedigend geziichtet 
werden. Kultiviert wurde ausschlieBlich bei Zimmertemperatur unter 
Lichtabschlu& und zwar in kleinen Petrischalen mit einem Durchmesser 
von etwa 3cm bei einer Héhe des Kulturmediums von etwa 0,5 cm. In solchen 
KulturgefaBen la8t sich das Wachstum der Amében bei mittlerer, lichtmikroskopi- 
scher Vergréferung leicht kontrollieren. Gie®t man das Kulturmedium fast voll- 
standig aus, so ist eine Mikroskopie der Amében auch mit starken Trockensystemen 
.in situ“ méglich. 

Die Mehrzahl der Zellen kriecht entweder auf dem Boden der Glasgefafe oder 
unmittelbar unter der Oberfliche des Kulturmediums. Etwa jeden zweiten oder 
dritten Tag mu die Kulturlésung durch Dekantieren und Aufgiefen frischer 
Nahrlésung erneuert werden, wenn ein gutes Wachstum und die Beibehaltung der 
.Normalform* der Amében sichergestellt sein soll. Trat ein zu starkes Bakterien- 
wachstum auf, so wurde fiir mehrere Tage reine Knop-Lésung ohne Milchzusatz 
aufgegeben und taglich erneuert. Nach etwa halbjahriger Fiihrung der Kulturen 
auf diese Weise erwies es sich als giinstiger, den Zusatz von Milch durch Stroh- 
dekokt zu ersetzen (12 bis 15g Stroh auf 11 H,O dest., 20 min gekocht, gefiltert 
und sterilisiert; davon 1 Teil Dekokt auf 40 Teile 0.1%ige Knopsche Lésung). 
Sollte eine schnelle Vermehrung der Amoben erzielt werden, so wurden jeden 
zweiten Tag neue Petrischaélchen beimpft. was durch einfaches Ubertragen von 
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Fliissigkeit aus einer alteren Kultur in neue Kulturschilchen méglich ist, da in 
ailteren Kulturen eine Anzahl von Zellen immer unter der Fliissigkeitsoberfliche 
gefunden wird. Die fast taglich notwendige Betreuung der Kulturen erfordert also 
einen relativ grofen Arbeitsaufwand im Vergleich zur Kultur anderer Protisten. 


Lichtmikroskopische Technik 


Fiir die phasenkontrastmikroskopischen Untersuchungen wurden auf dem 
Boden der KulturgefaBe oder auf die Fliissigkeitsoberflache geeignete Deckgliaschen 
ausgelegt, auf denen man nach 1 bis 2 Tagen meist eine geniigende Anzahl Zellen 
vorfindet. Nach Auflage der Deckglischen auf geeignete Kammern, die mit 
0.1%iger Knopscher Lisung gefiillt wurden, lassen sich die Amében (entsprechend 
einer Untersuchung im hiangenden Tropfen) von ihrer ventralen Seite mit 
Hilfe einer Olimmersion beobachten und photographieren. Allerdings verbietet sich 
hierbei die Anwendung allzu hoher Beleuchtungsintensitaéten, da die Amében 
als Reaktion hierauf ihre normale Fortbewegung verandern, sich zunehmend vom 
Glas lésen und schlieBlich vom Deckglas herunterfallen, 

Fiir eine Untersuchung der Zellen im Hellfeld mit Hilfe der Olimmersion 
isoliert man am besten eine oder mehrere Zellen mit Mikropipetten aus der Kultur 
und setzt einen Tropfen von 2 bis 3mm Breite mit den Zellen auf ein geeignetes 
Deckglas, das auf einen Hohlschliff-Objekttrager gebracht wird, um eine Verdun- 
stung des kleinen Tropfens zu verhindern. Zumeist nach 1 bis 2 Stunden, spatestens 
aber am folgenden Tag, haben die Amében ihre normale Bewegungsweise wieder 
aufgenommen und kénnen im hangenden Tropfen bequem beobachtet. werden. 
Diese Untersuchungsbedingungen sind offensichtlich fiir die Amében optimal, denn 
man findet nicht selten, daf® in solchen Tropfen aus einer isolierten Amébe nach 
5 Tagen 32 Tochterzellen entstanden sind. 

Zur Untersuchung der Am@ében in Profilansicht diente die von Del- 
linger (1906) beschriebene Technik. 


Elektronenmikroskopische Technik 


Fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen mufte ein sp e- 
zielles Praparationsverfahren erarbeitet werden, weil die 
Zellen auf Grund ihrer geringen Gréfe sich nur schwer in die bislang ge- 
brauchlichen Gelatine-Kapseln iibertragen lassen und hier wegen ihres 
geringen Gewichts und der hohen Viskositaét der monomeren Form des 
Polyesters Vestopal W auch nicht absinken. Zudem ist bei allen Ubertra- 
gungsverfahren oder bei Anreicherung der Zellen durch Zentrifugation die 
Gefahr einer mechanischen Beschadigung der sehr zarten Amében gegeben 
und eine Orientierung der Schnittrichtung kaum méglich. Eine Massenkultur 
dieser Amében, wie sie bei Chaos Chaos und Chaos diffluens méglich ist. 
gelang aber auch bisher nicht. 

Die Einbettung fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen ver- 
lief wie folgt: 

Kulturgefafe, in denen sich nach lichtmikroskopischer Priifung eine ge- 
niigende Anzahl von Zellen auf dem Boden des GefaBes befand 
(mindestens 20 Zellen), wurden durch Dekantieren sehr schnell entleert und 
unmittelbar darauf mit Fixierlésung gefiillt. Bei diesem Vorgehen bleiben 
die meisten der am Boden des GlasgefaBes kriechenden Amében hieran haf- 
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ten und werden sozusagen ,in situ“ fixiert. Daf durch AbgieBen des 
Kulturmediums keine wesentlichen Formveranderungen der Zelle vor sich 
gehen, la&t sich lichtmikroskopisch leicht kontrollieren. 


In einer friiheren Studie war der fiir die Strukturerhaltung des Cytoplasmas 
optimale pH-Wert des Fixierers in Reihenuntersuchungen ermittelt worden 
(Schneider und Wohlfarth-Bottermann 1959). Als Fixierungsgemisch 
wurde wie in den vorangehenden Untersuchungen zumeist ein Gemisch von 1%igem 
Osmiumtetroxyd und 1%igem Kaliumbichromat verwendet (vgl. Wohlfarth- 
Bottermann 1957). Der pH-Wert lag im Bereich von 6,9 bis 7,2, die Temperatur 
bei + 2°C. 


Die Uberfiihrung der Objekte in die bei der Vestopal-W-Einbettung 
(Kellenberger und Mitarbeiter, 1956) notwendigen Lésungen geschah 
im folgenden sehr einfach, nimlich jeweils durch Dekantieren der voran- 
gehenden und Aufgiefien der nachstfolgenden Lésung. Es wurden dabei 
folgende Zeiten eingehalten: 


1 Stunde Fixation 
“ Tyrode-Lésung 
Aceton 30% 
» 50% 
75% + 1% PWS + 05% Uranylacetat 
a -SRee 
» 100% 
3 Teile Aceton + 1 Teil Vestopal W 
1 Teil Aceton +41 Teil Vestopal W 
3 Teile Vestopal W +1 Teil Aceton 
Vestopal W + 1% Initiator + 05% Aktivator. 


Nach einer geniigenden Durchdringungszeit der Zellen in reinem Vesto- 
pal? gelangten die Petrischalchen (Hohe der Vestopal-Schicht 4-7 mm) mit 
den auf dem Boden haftenden Amében fiir mindestens 36 Stunden in einen 
Thermostaten bei 60°C. Nach dieser Frist ist das Vestopal (auch an seiner 
Oberflache) gut ausgehartet. 

Die Petrischale laBt sich durch leichtes Anritzen ihrer Unterseite mit 
einem Diamanten, Abkiihlung auf + 2°C und Auflage eines in der Bunsen- 
flamme bis zur Rotglut erhitzten Nagels auf die Ritzlinie leicht und sauber 
absprengen. Dreht man den nun freigewordenen Vestopal-Block vertikal 
um 180°, so erkennt man (bei einer mittleren mikroskopischen VergréRe- 
rung) ,die Amében, die jetzt unmittelbar unter der Blockoberflache (ur- 
spriinglich die Unterseite des Blockes, d. h. die Bodenflache der Kulturschale) 
liegen. Es lassen sich nun (in Aufsicht auf die Ventralseite der Amében) 
leicht diejenigen Zellen herausuchen und markieren, die fiir die elek- 
tronenmikroskopische Untersuchung besonders geeignet erscheinen. Der 
Kunststoffblock laRt sich anschlie8end mit Hilfe einer Laubsiage entsprechend 
der vorgenommenen Objektmarkierung in zahlreiche kleine Bléckchen zer- 
legen, an deren Oberflache (3 X 4mm) die Objekte liegen (Abb. 1). Die Fest- 


setzung dieser Bléckchen in die normalen Praparathalter der Ultramikrotome 


2 Bezugsquelle: Firma M. Jaeger, Vésenaz/Genf, Schweiz. 
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erfolgte durch Einkittung mit Palavit*, einem schnell hartenden Kunststoff 
fiir zahntechnische Zwecke. Als noch giinstiger erwies sich das Einspannen 
der kleinen Bléckchen in einen einfachen Klemmhalter, weil hierin die 
Orientierung der Amébe 
jederzeit verandert wer- 
den kann und bei ent- 
sprechender Konstruk- 
tion des Halters eine Be- 
leuchtung und Mikrosko- 
pie des Bléckchens von 
allen Seiten méglich ist. 
Von jeder Amébe wurde 
vor ihrer Zerlegung in 
Diinnschnitte eine Zeich- 
nung angefertigt, was die 
spitere Deutung der Bil- 
der im Elektronenmikro- 


ee ? skop sehr erleichterte. 
Abb, 1. Orientierung der Bléckchen zur Erzielung Tih thse aisiiainiMabiid 


von Flachschnitten (a) bzw. Querschnitten (b). Fiafagene des Bledue 


in die Halter erhalt man 
Flachschnitte durch die Amébe (Abb. 1 a), und zwar zunachst Flach- 
schnitte der Ventralseite, spaiter Flachschnitte der dorsalen Seite. Durch 
eine Registrierung der einzelnen 
aufeinanderfolgenden Schnittse- Se 


rien lat sich die Hihenlage Ettoplasmar. Lappen 


der jeweiligen Schnittebene re- (,, Hyaloplasma') 
konstruieren, was fiir die spitere 
Deutung der Bilder ebenfalls von 
Wichtigkeit ist. Giinstiger als 
Flachschnitte durch die Zellen er- 
wiesen sich Querschnitte, die man 
bei Einkittung der Bléckchen nach 
ihrer Kippung um 90° erhilt (vgl. 
Abb. 1b). Im Elektronenmikroskop [——___— 4orsale Seite 


ist dann die ventrale Seite (Unter- si peat cappen Lndoplasmat., Hicker” 
seite) der Amébe immer leicht und 


sicher dadurch zu erkennen, daf ae MGM EOP 
diese Seite der Zelle sehr nahe b 
oder unmittelbar an einem Abb. 2. Hyalodiscus simplex. Schemati- 
Schnittrand liegt: Dieser sche Verdeutlichung der Zellform in Auf- 
sicht (a) und Seitenansicht (b). 


Lndoplasma 
(, Kornchenplasma") 


U___________ ppyerer Po/ 


Bewegungsrichtung 


Bewegungsrichtung 
<__—— 





Schnittrand ist ja identisch mit der 
Oberflache des Vestopal-Blockes, 
das heifit der Bodenflache des KulturgefafRes und damit der ventralen Seite 
der Amébe. Halt man vor der Zerlegung in Diinnschnitte auch die W ander- 


% Firma Kulzer u. Co., Bad Homburg i. T. 
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richtung der Amdbe fest, die bei diesem Objekt immer eindeutig an 
der Verteilung von Ekto- und Endoplasma zu erkennen ist, so la&t sich in 
den elektronenmikroskopischen Aufnahmen auch die im Zeitpunkt un- 
mittelbar vor der Fixation vorhandene Wanderrichtung; d.h. Vorderseite 
und Hinterseite der Amébe, exakt festlegen. In den meisten Fallen (beson- 
ders bei Sagittalschnitten) ist aber sowohl die Bewegungsrichtung der 
Amiobe als auch die dorsale bzw. ventrale Seite der Amdbe leicht durch die 
typische Anordnung des hyaloplasmatischen Lappens und des endoplasma- 
tischen ,Hdckers“ zu identifizieren (vgl. Abb.2). Eine solche genaue 
Orientierung der Schnittfiihrung hat die Deutung der Auf- 
nahmen sehr erleichtert und wird fiir elektronenmikroskopische Unter- 
suchungen der amédboiden Bewegung unerlaflich sein. 

Ein weiterer Vorieil dieser auferst einfachen Zielpraparation diirfte 
darin bestehen, da die Amében praktisch ,in ihrer urspriingLi- 
chen Umgebung*% geschnitten werden kénnen. Auch lassen sich z. B. 
aus Mischkulturen von Protozoen, die nur einzelne Zellen der gewiinsch- 
ten Art enthalten, diese einzeln herauspraparieren und untersuchen. 


Dieses ..GroRblockverfahren“ hat sich nicht nur im Rahmen der vorliegenden 
Untersuchungen an Amdében, sondern auch bereits bei der Einbettung anderer 
Objekte, wie z. B. Ciliaten, Dinoflagellaten, Speicheldriisen und Malpighischen Ge- 
fafen von Insekten sowie verschiedenen pflanzlichen Geweben bewiahrt. Insbeson- 
dere bei Gewebekulturzellen ist eine Fixierung, Entwasserung und Einbettung der 
Zellen .in situ“ giinstig und die Méglichkeit der Auswahl bestimmter Zellen nach 
vorheriger lichtmikroskopischer Priifung und Wahl der Schnittrichtung vorteilhaft. 


Bei Methacrylat-Einbettung ist das ,,Grofblockverfahren* nicht gut an- 
wendbar, weil Methacrylséure-Ester unter Luftzutritt an der Oberflache 
nicht geniigend ausharten*. Zudem treten bei der Polymerisation relativ 
groBer Mengen Methacrylat Blasenbildungen und Polymerisationsartefakte 
in verstarktem Umfange auf. Letzteres konnte bisher bei Vestopal W nicht 
beobachtet werden. 

Der geringere Massenverlust von Vestopalschnitten im Vergleich zu 
Methacrylatschnitten wahrend der Bestrahlung im Elektronenmikroskop 
(vgl. Ryter und Kellenberger 1958) erklart die Tatsache, dab 
Polyester-Einbettungen bedeutend brillantere Bilder ergeben, nicht voll- 
standig, denn bei gleicher Schnittdicke sind erfahrungsgemah 
Vestopal-Schnitte besser durchstrahlbar als Methacrylat-Schnitte. (Da aber 
Methacrylat im Elektronenstrahl schneller abdampft als Vestopal, mii®ten 
Methacrylat-Schnitte besser durchstrahlbar sein.) Die bessere 
Durchstrahlbarkeit des Polyesters Vestopal W deutet darauf hin, daf seine 
Massendichte im Vergleich zum Methacrylat geringer ist. 

Die Herstellung der Diinnschnitte geschah auf Mikrotomen der Firmen Sorvall 
Inc. (Conn., U.S.A.) und Leitz (Wetzlar) mit Hilfe von Glasmessern. Die elektronen- 


4 Anmerkung bei der Korrektur: Von Borysko und Roslansky (Ann. N. 
Y. Acad. Sci. 78, 432—447 (1959) wurde inzwischen eine etwas kompliziertere Tech- 
nik zur gezielten Einbettung sowie nachfolgender licht- und elektronenmikroskopi- 
scher Untersuchung von grofen, nichtsymmetrischen Amoben der Proteus-Gruppe 
in Methacrylat beschrieben. 
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mikroskopische Untersuchung der Priaparate erfolgte in einem Siemens-Elektronen- 
mikroskop Typ UM 100d, 60 kV, Aperturblende 30 u, Negativmaterial: Agfa Agepe- 
Film, Format 65 X 9 cm. 

Die Untersuchungen wurden durch eine Sachbeihilfe des Kultusministeriums 
des Landes Nordrhein-Westfalen (A. Z. IF 3-03-16 F) unterstiitzt, Herr Prof. Dr. 
R. Danneel! stellte freundlicherweise die mikrokinematographische Einrichtung 
des Zoologischen Instituts zur Verfiigung. Herrn Dr. N. Weissenfels bin ich 
fiir seine freundliche Hilfe bei der Herstellung verschiedener Filme zur Analyse 
der normalen Bewegungsweise von Hyalodiscus simplex zu Dank verpflichtet. 


Frau B. Koeppen-Lesche und Frau E. Holm danke ich fiir technische Assi- 
stenz. 


Lichtmikroskopische Untersuchungen 


Das normale Erscheinungsbild der Amében und ihre Bewegungsweise in 
0.1%iger Knopscher Lésung wurden mikrokinematographisch im Hellfeld 
und Phasenkontrast untersucht (vgl. Abb. 3, Fig. A—D). Die Zellen be- 
sitzen unter normalen und gleichbleibenden Kulturbedingungen in Auf- 
sicht zumeist herzférmige, zum Teil aber auch fast kreisrunde oder diskus- 
artige (vgl. Abb. 2 und 4) Form. Besonders bei reichlicher Ernahrung ist die 
Form weniger typisch (vgl. Abb. 5). Der Durchmesser der Zellen betragt 
normalerweise 50 bis 70 u. Die Amében .flie®en“ vorne mit einem bre i- 
ten, flachen Lappen hyalinen Ektoplasmas vor. Das 
Endoplasma findet sich ausschlieBlich in Form eines mehr oder weniger 
stark gew6lbten Hoéckers im hinteren Pol der Zelle. Bei 22° be- 
trug die gemessene Wandergeschwindigkeit in 0,1%iger Knopscher Lésung 
etwa 0,5 bis 0.7 « pro Sekunde. Es handelt sich um eine einkernige Amébe 
mit einer pulsierenden Vakuole, die sich zumeist deutlich randstandig im 
Endoplasma nachweisen lat. Die Pulsationsfrequenz der Vakuole (bei 
Zimmertemperatur in 0,1%iger Knopscher Lésung etwa 3 Minuten) ist ge- 
ring, weshalb die pulsierende Vakuole leicht der Beobachtung entgehen 
kann. 

Auf beabsichtigte oder zufallige Wechsel der Kulturbedingungen rea- 
gieren diese Zellen mit einem starken Formwechsel. Bereits eine zu 
starke Beleuchtung bei der mikroskopischen Untersuchung verursacht eine 
Anderung der normalen Bewegungsweise (vgl. Abb. 6 und 7). Im Extrem 
kann diese Amébe auch Radiosaform annehmen (vgl. Abb. 8). Diese Form 
findet man zumeist bei Individuen, die sich spontan von der Unterlage ge- 
lost haben. Zum Teil nach kurzer Zeit, zum Teil erst nach mehreren Tagen, 
nehmen die Varianten dann immer wieder die in Abb. 3 bzw. 4 gezeigte 
.Normalform“ an, die ausschlieBlich Gegenstand dieser Studie sein soll. 
Die hier vorliegende klare Trennung von Ektoplasma (,,Hyalo- 
plasma“) und Endoplasma (,,Kérnchenplasma“*) war fiir die elek- 
tronenmikroskopischen Untersuchungen besonders giinstig (vgl. Abb. 2), 
da hierdurch eine eindeutige Identifizierung dieser beiden 
Cytoplasmamodifikationen méglich wurde. 

Ohne Erzeugung eines Deckglasdruckes, d.h. ohne die normale Bewe- 
gungsaktivitat und damit die normale Form der Amoében zu verandern, k6n- 
nen im Hellfeld und phasenkontrastmikroskopish im Endoplasma 
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Abb. 3. Hyalodiscus simplex. Lebendaufnahmen. Ausschnitte A—D aus einem 

phasenkontrastmikroskopischen Film zur Demonstration der normalen Gestalt und 

der normalen Bewegungsweise. Aufnahmeabstand jeweils 10 Sekunden. H = Hyalo- 

plasmatischer Lappen (Ektoplasma), EF = Endoplasmatischer ,,Hécker*, Beachte die 

klare Trennung von Ektoplasma und Endoplasma sowie das Fehlen von auferen 

Formveranderungen wahrend der Bewegung. Bewegungsrichtung durch Pfeil mar- 
kiert. (VergréRerung: 940 : 1.) 


Protoplasma, Bd. LIT/1 
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mit Sicherheit Mitochondrien, Nahrungsvakuolen, der Kern und die pul- 
sierende Vakuole identifiziert werden. Auf das Vorkommen anderer Ein- 
schliisse des Cytoplasmas (vgl. Pappas 1954) wird im Rahmen der Dis- 
kussion der elektronenmikroskopischen Befunde ausfiihrlich eingegangen. 
Das Ektoplasma ist als echtes Hyaloplasma immer frei von mikroskopisch 
erkennbaren Einschliissen. Die Grenze zwischen Ektoplasma und Endo- 
plasma ist nach kinematographischen Aufnahmen relativ konstant in Form 
und Lage in der Zelle. Manchmal werden an dieser Grenze kleinste, bruch- 
sackartige Vorstiilpungen des Endoplasmas in das Ektoplasma beobachiet, 
die jedoch bei der normalen Bewegung niemals tief in das Ektoplasma vor- 
stoRen. Bei Beobachtung der Cytoplasmastrémung bei starksten licht- 
mikroskopischen VergréBerungen im Hellfeld erkennt man, daf die vordere 


ree 
te 


Abb. 4. Hyalodiscus simplex. Variabilitat der Form. Normale Formen. 


Abb. 5. Hyalodiscus simplex. Variabilitét der Form bei sehr reichlicher Ernahrung. 


Front des Endoplasmas zum Ektoplasma hin nicht scharf begrenzt ist; man 
hat vielmehr auf Grund der Verteilung und Bewegung der Mitochondrien 
den Eindruck, daf hier eine Ubergangszone existiert, in der die partikularen 
Elemente des Endoplasma in breiter Front entweder kontinuierlich, 
manchmal (besonders bei Stérung der ..normalen Bewegung*) anch bruch- 
sackférmig gegen das Ektoplasma .vorgeschoben* werden. 

Das phasenkonirastmikroskopische Bild des Endoplasmas wird durch 
dessen raumliche Ausdehnung in Form eines diskusférmigen oder kreisrun- 
den Héckers gestért, wodurch eine Art Linsenwirkung zustande kommt 
(vgl. Abb.3), die sich in einem breiten, hellen Hof rings um das Endo- 
plasma auspragt. Hierdurch wird die Beobachtung feinerer Struktur- 
einzelheiten im endoplasmatischen Hicker erheblich behindert. Zur Beobach- 
tung der partikulairen Elemente des Endoplasmas sowie der hierin ab- 
laufenden Cytoplasmastrémungen ist daher das Hellfeld weitaus 
geeigneter als der Phasenkontrast. Sowohl Mitochondrien als auch Nahrungs- 
vakuolen finden sich im Endoplasma in relativ starker, fast andauernder 
Bewegung. Im Ektoplasma sind Bewegungen mangels lichtmikroskopisch 
auflésbarer partikularer Elemente nicht erkennbar mit Ausnahme der 
kontinuierlich vorwiarts riickenden breiten Front des Hyaloplasma-Lap- 
pens, der wohl als Lobopodium zu deuten ist. Der Bewegungsmodus 
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besteht in einer einfachen, zumeist kontinuierlichen Vorwartsbewegung, bei 
der sowohl die vordere Front des Hyaloplasmas als auch die Grenze Ekio- 
plasma/Endoplasma in Bewegungsrichtung vorriickt (vgl. Abb, 3). Bei Sté- 
rung dieser Bewegung wird der hyaloplasmatische Lappen zuriickgezogen: 
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Abb. 6. Hyalodiscus simplex. Aufzeichnung der normalen Bewegungsweise. Zwi- 
schen 11,29 und 11,33 Uhr Stérung durch andauernde Belichtung. 


er geht in Endoplasma iiber und kann an einer beliebigen Stelle neu ge- 
bildet werden, womit gleichzeitig die neue Bewegungsrichtung der Amébe 
bestimmt ist (vgl. Abb. 7). 


~Wenn schon in dieser eigenthiimlichen und nur geringfiigigen Schwankungen 


unterworfenen Kérperform Unterscheidungsmerkmale von den proteusartig ihre 
5* 
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Gestalten andernden .Amében* gegeben sind, so wird die Berechtigung. den 
Hyalodiscus als ein wohlcharakterisirtes Genus den iibrigen Amében gegeniiber 
zu stellen noch weiterhin gestiitzt, wenn wir die Art der Fortbewegung genauer ins 
Auge fassen. Wie schon erwahnt bewegt sich, im Gegensatz zu allen iibrigen Rhizo- 
poden, unser Hyalodiscus ohne ScheinfiiR®chen, mit denen er sich vorwarts ziehen 
oder vorwarts stemmen kénnte. Trotzdem, daf das Thier mit betrachtlicher Schnellig- 
keit iiber das Gesichtsfeld wandert, bemerkt man kaum eine Gestaltveranderung, 

nur dann und wann eine leichte Wellung 


des Randes, die aber so unbedeutend ist, 
daft sie die Bewegung nicht erkliren kénn- 
te. Untersucht man jedoch genauer, so fin- 


det man bald, da@ trotz der im allgemeinen 


vorhandenen Constanz der Form, der Kor- 
per doch in lebhafter Bewegung sich be- 
findet. Bei Anwendung starker Objective 


und genauer Einstellung auf die kleinen 
Abb. 7. Hyalodiscus simplex. Reak- Fremdkérper, z. B. Bacterien, welche der 
tionsformen auf Stérung der nor-  Qberflaiche des Thieres fast stets anhaften, 
malen Bewegung. sieht man dieselben sich mit gleichmaBiger 
Geschwindigkeit fortbewegen, am hintern 
Rande auftauchen, den farbigen Theil des Kérpers passiren und am vordern Rand 
verschwinden, um auf die untere Flache zu gelangen. Diese Bewegung der anhaften- 
den Fremdkoérper findet mit gleichmaBiger Geschwindigkeit in demselben Sinne 
Statt, wie das Thier vorwarts gleitet. Sie erlaubt uns den Riickschlu® auf eine im 
gleichen Sinne erfolgende Bewegung der Protoplasmascheibe, welcher die Fremd- 
kérper anhaften. Jeder Punkt der Kérperoberfliche befindet sich demnach in einer 
bestandigen Rotation, vermége deren er sich auf der dorsalen Seite von hinten nach 
vorn, auf der ventralen in umgekehrter 
Richtung bewegt. Wie aber beim Rade 
durch die Reibung auf der Unterlage die 
riicklaufige Bewegung verlangsamt und 
hierdurch das Vorwartsrollen erméglicht 
wird, so gewinnt auch der vorwaris- 
treibende Strom der Riickenflache iiber 
den entgegengesetzten des auf dem 
Objecttraiger anhaftenden Fufes die 
Oberhand und fiihrt zur gleichgerichte- 
ten Ortsverainderung des Thieres. 
Abb. 8. Hyalodiscus simplex. Variabili- 
tit der Form bei Ablésung von der 
Unterlage. 


Doch nicht allein die Rindenschicht. 
sondern der ganze Thierkérper befindet 
sich in der beschriebenen gleichmaBig 
rotirenden Bewegung. Bei hoher Ein- 
stellung sieht man die braunen Kérper und Kérnchen der centralen Substanz sich 
nach vorwarts schieben, bei einer Senkung des Tubus dieselben in den unteren 
Schichten riickwiarts flieBen, so daB® jedes Kérnchen, wenn wir die Fortbewegung des 
ganzen Korpers unberiicksichtigt lassen, einen vollkommenen Kreis beschreibt. 
Selbst der Kern betheiligt sich, freilich bei seiner nahezu centralen Lage in kleineren 
Excursionen, an der rotirenden Bewegung der gesammten Kérpersubstanz* (He r t- 
wig und Lesser 1874). 


Im Gegensatz hierzu beschreibt Schaeffer (1926), daB bei der Gattung 
Hyalodiscus im .Kérnchenplasma~ keine Cytoplasmastrémung zu beobachten 
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sei: .No pseudopods are formed during locomotion but, when suspended in water, 
a rayed stage sometimes is assumed, resembling somewhat that in Astramoeba. 
In locomotion the ameba 

glides rapidly over the sub- 

stratum, without much 

change of shape and with 

no streaming observable in 

the granular protoplasm* 

(Schaeffer 1926). 


Bei der hier unter- 
suchten Amébe kann 
zwar im Hellfeld eine 
immer deutliche und 
zeitweilig recht inten- 
sive Bewegung des En- 
doplasmas _beobachtet 
werden, eine gerichtete 
Strémung, wie sie von 


Hertwig und Les- = mm we 

ser (1874) beschrieben 

wurde, lief sich jedoch 

bisher weder bei Be- Co 


obachtung der Amében 
in Ventralaufsicht noch Abb. 9. Hyalodiscus simplex. Formwechsel vor und 
bei Beobachtung in Pro- wihrend der Zellteilung (1). 

filansicht eindeutig fest- 

stellen. An Hand der Beobachtung der Mitochondrien und anderer parti- 
kularer Elemente im Endoplasma erkennt man, daft eine C ytoplasma- 
str6mung in Richtung 
des vorriickenden hy- 
aloplasmatischen Lap- 
pens erfolgt; ob eine riick- 
laufige Strémung im Endo- 
plasma vorhanden ist, lie® 
sich bis jetzt nicht mit Sicher- 
heit entscheiden. 

Die Aufnahme gré- 
ferer Nahrungsstiicke 
oder anderer Partikel in das 
Cytoplasma kann _phasen- 
kontrastmikroskopisch — gut 
verfolgt werden. Sie geht 
Abb. 10. Hyalodiscus simplex. Formwechsel wohl in Form einer Inva- 

vor und wahrend der Zellteilung (2). gination 


1005 7097 


vor sich. An- 

scheinend ..umflieBt* die vor- 
dere Hyaloplasmafront beidseitig den Nahrungspartikel und schlieBt sich 
hinter ihm wieder zusammen. Es kommt hierbei offensichtlich zu einer Ein- 
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stiilpung der Zellmebran. Man kann dann verfolgen, wie die. umschlossenen 
Partikel in das Endoplasma gelangen und entweder hierin verbleiben, wohl 
um verdaut zu werden, oder unmittelbar am hinteren Pol des Endoplasma 
wieder freigelassen werden. Bereits im Phasenkontrastmikroskop hat man 
den Eindruck, daf die Partikel nicht unmittelbar ins Cytoplasma aufgenom- 
men werden, sondern sich innerhalb von Vakuolen mit relativ scharf be- 
grenzten Wanden befinden. Wie die elektronenmikroskopischen Unter- 


ll 


Abb. 11. Hyalodiscus simplex. Totalpraparat nach Fixierung mit 1% Osmium- 

tetroxyd und 1% Kaliumbichromat. Farbung mit 3% Eisenalaun und Hamatoxylin 

Heidenhain. Hellfeldaufnahme. Der hyaloplasmatische Lappen ist lichtoptisch nicht 

vollig homogen, sondern unregelmafig .runzelig* (Pfeilmarkierungen). Er fehlt 
am hintern Pol der Zelle. (VergréRerung: 2800 : 1.) 


suchungen zeigen werden, handelt es sich bei diesen stark lichtbrechenden 
Wandungen junger Nahrungsvakuolen eindeutig um die Zellmembran. 

Die Ze llteilung unserer Amobe entging lange Zeit der Beobachtung: 
sie konnte in den Kulturen aus zunachst unerklarlichen Griinden trotz 
intensiver Suche nicht gesehen werden. Da fiir verwandte Amében die 
Vermehrung innerhalb von Cysten beschrieben worden ist (vgl. Kapitel 
oystematische Einordnung*) wurden cystenartige Stadien isoliert und im 
hangenden Tropfen bis zu 72 Stunden kontinuierlich beobachtet, jedoch 
ohne Erfolg. Die Zellteilung der hier zu beschreibenden Amébe erfolgt 
nicht in Cysten, sondern durch Teilung der Normalformen (vgl. 
Abb. 9) bzw. nach einer kurzdauernden Abkugelung (vgl. Abb. 10). Dieser 





Protistenstudien 


Vorgang laBt sich verfolgen, wenn einzelne Amében kontinuierlich (not- 
falls bis zu 48 Stunden) unter so geringer Beleuchtung wie méglich (abge- 
blendetes diffuses Tageslicht) verfolgt werden. Normale mikroskopische 
Beleuchtungsintensitat verhindert die Zellteilung. Obgleich zwischen der 
Aufzeichnung der in Abb. 9 und 10 dargestellten Formveranderungen vor 
und wihrend der Zellteilung die Beleuchtung jeweils ausgeschaltet wurde, 
muff vermutet werden, daf die Zellteilung auch hier noch durch die nicht 
vermeidbare geringe Lichteinwirkung gestért worden ist. Die exakte Ana- 
lyse der Teilungsrate ist daher schwierig; unter den gebotenen Kultur- 
bedingungen teilen sich die Zellen taglich etwa einmal (Beobachtung an 
isolierten Zellen im hangenden Tropfen unter LichtabschluB). 

Abb. 11 zeigt das lichtmikroskopische Bild (Hellfeld) der Zellen nach 
Fixierung mit einem Gemisch von Osmiumtetroxyd und Kaliumbichromat 
und Farbung mit 3%igem Eisenalaun und Hamatoxylin (Heidenhain). Wie 
schon in Abb. 3 bei den Lebendaufnahmen der Amében andeutungsweise 
erkennbar und in Abb. 11 deutlicher dargestellt, ist das Hyaloplasma nicht 
vollkommen hyalin, sondern erscheint manchmal mehr oder weniger un- 
regelmafRig .runzelig* (siehe Pfeilmarkierung Abb. 11). Wie im elektronen- 
mikroskopischen Teil dieser Arbeit naher ausgefiihrt, handelt es sich um 
kammartige Erhéhungen und Vertiefungen des hyaloplasmatischen Lap- 
pens, dessen polymorphe Oberfliche in ihrer ganzen Vielgestaltigkeit nur 
elektronenmikroskopisch erkannt werden kann. Nur selten wurden in 
Ventralansicht bei einzelnen Amében am kaudalen Pol ein oder zwei 
»Uroide* im Sinne von Schaeffer (1926) beobachtet (vgl. Abb. 5). Es 
handelt sich um diinne, zumeist spitz auslaufende Fortsatze am Hinterende 


der Zelle, in denen lichtmikroskopisch partikulare Elemente nicht erkenn- 
bar sind. Im Rahmen der Bewegung der Zelle werden sie relativ schnell in 
den endoplasmatischen Hocker eingeschmolzen, wobei man deutlich sieht, 
daft die Zellmembran im Bereich des Uroids, besonders wihrend seiner Ein- 
schmelzung, auferordentlich stark gefaltelt ist. 


Systematische Einordnung der Amébe 


In vorangehenden Mitteilungen (Schneider und Wohlfarth- 
Bottermann 1959; Wohlfarth-Bottermann 1958, 1959a und 
b) war auf eine genaue systematische Einordnung dieser Amébenart ver- 
zichtet worden, da die Gattungs- und Artbestimmung auch nach mehr- 
monatiger Laboratoriumskultur noch zu unsicher erschien. Nachdem in- 
zwischen aber eine mehr als einjahrige Kultur des Stammes unter verschie- 
denen Laboratoriumsbedingungen durchgefiihrt wurde, erscheint eine syste- 
matische Einordnung mit der erforderlichen Sicherheit méglich und wiin- 
schenswert. Diese Einordnung folgt wesentlich den Revisionsvorschlagen, 
die Schaeffer (1926) fiir die Systematik der Amében gemacht hat: 
Stamm Protozoa (Goldfuss 1817) 

Klasse Rhizopoda (v. Sie bold 1845) 
Ordnung Lobosa (Carpenter 1861) 
Unterordnung Amoebaea (Ehrenberg 1830) 
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Familien: 

1. Trimastigamoebidae (Pinto 1922) 
2. Chaidae (Poche 1913) 

3. Mayorellidae (Schaeffer 1926) 

4. Thecamoebidae (Schaeffer 1926) 
3. Hyalodiscidae (Poche 1913). 


Die hier zu beschreibende Amoébe gehért zweifellos zur Familie der 
Hyalodiscidae (Poche 1913), deren Mitglieder charakterisiert sind ,by a 
disk-shaped body with a large mass of granular protoplasm placed cen- 
trally or postcentrally. No unified streaming of the granular endoplasm 
occurs during locomotion. Movement is effected by a thin sheet of clear 
protoplasm which drags the granular endoplasm along. During locomotion 
no or only indeterminate pseudopods are formed“ (Schaef fer 1926). 

Von den Gattungen Unda (Schaeffer 1926), Hyalodiscus (Hertwig 
und Lesser 1874), Gibbodiscus (Schaeffer 1926), Flamella (Schae f- 
fer 1926) und Codiliopodium (Hertwig und Lesser 1874) stimmen 
die Hauptcharakteristika der Gattung Hyalodiscus (Hert wig und 
Lesser 1874) mit der hier untersuchten Amobe gut iiberein: 


.Kérper schalenlos. scheibenférmig, ohne Fortsatze durch eine gleichmafige 
Contractilitat aller seiner Theile sich vorwarts bewegend. in Ektosark und Endo- 
sark differenziert. Das von homogenem Ektosark umschlossene Endosark bedingt 
eine buckelférmige Hervorwélbung desselben und enthalt den Kern und die 
(Contractilen?) Blasen* (Hertwig und Lesser 1874). 

.The principal characteristic of this genus is its general behavior during loco- 
motion. In this stage the ameba is somewhat irregulary oval to circular in out- 
line, with an irregular hemispherical mass of granular protoplasm near the center 
or toward the posterior region. The part of the ameba around the central mass 
is of clear protoplasm... No pseudopods are formed during locomotion but, when 
suspended in the water, a rayed stage sometimes is assumed, resembling somewhat 
that of Astramoeba. In locomotion the ameba glides rapidly over the substratum, 
without much change of shape and with no streaming observable in the granular 
protoplasm” (Schaeffer 1926). 


Nach der mir zuganglichen Literatur besteht die Gattung Hyalodiscus 
(Hertwig und Lesser 1874) aus folgenden Arten: 


1. Hyalodiscus rubicundus Hertwig und Lesser 1874 (vielleicht 
identisch mit Plakopus ruber Schulze 18735), 

2. Hyalodiscus Korotnewi v. Mereschkowski 1879, 

3. Hyalodiscus elegans Schaeffer 1926, 

4. Hyalodiscus caeruleus Schaeffer 1926. 

Eine Identitat unserer Amébe mit H. elegans und H, caeruleus kann 
ausgeschlossen werden: ..Radial ridges..., extending from central mass of 
protoplasm to periphery*, die bei Hyalodiscus elegans (Schaef fer 1926) 
bei der normalen Bewegungsaktivitat haufig auftreten oder Longitudinal 
ridges on anterior part”, die sich bei Hyalodiscus caeruleus (Schaeffer 
1926) bei normaler Lokomotion finden (vgl. Fig. 32a. Schaeffer 1926), 
konnten bei unserer Am@ébe nicht beobachtet werden. Abgesehen davon, 
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daf es sich bei H. elegans und H. caeruleus um marine Formen handelt, 
unterscheidet sich die von uns untersuchte Amébe auch in anderen Merk- 
malen sowie im ganzen Habitus (vgl. Abb. 31 und 32 der Arbeit Schae f- 
fer 1926) von den durch Schaeffer beschriebenen beiden Arten. Das gleiche 
gilt fiir Hyalodiscus Korotnewi (marine Form). Diese Art besitzt nach 
v. Mereschkowski (1879) im hyaloplasmatischen Lappen eine .blatt- 
nervenahnliche Struktur* (vgl. Tafel X1, Fig. 23, 24, 26 des vorgenannten 
Autors), die bei unserer Amébe nie nachweisbar ist. 


Es verbleibt eine mégliche Identitat mit Hyalodiscus rubicundus H e r t- 
wig und Lesser (1874) zu untersuchen, einer SiiBwasserform, die eben- 
falls in der Umgebung von Bonn entdeckt wurde und mit der vielleicht 
Plakopus ruber (Schulze 1875) identisch ist (vgl. Schaeffer 1926). 
Die von Hertwig und Lesser (1874) fiir Hyalodiscus rubicundus als 
charakteristisch angegebene ziegelrote oder rotbraune Farbung des Endo- 
plasmas, die auch fiir Plakopus ruber beschrieben ist, fehlt bei unserer 
Am@obe unter Laboratoriumsbedingungen voéllig und konnte auch nicht bei 
ihrer Isolierung aus der Natur festgestellt werden. Diesem Merkmal soll 
allerdings kein entscheidender systematischer Wert beigemessen werden, 
da es méglich sein kénnte, daf diese Farbung von Ernahrungsbedingungen 
abhangig ist. Die auBere Form von H. rubicundus, sowohl in Aufsicht als 
auch in Seitenansicht (vgl. Hert wig und Lesser, Tafel 2, Fig. Va und 
V b, 1874), unterscheidet sich aber von der von uns isolierten und untersuch- 
ten Amébe erheblich: Wahrend fiir Hyalodiscus rubicundus der endoplas- 
matische Hécker ,in der Mitte der Scheibe gleichsam eingelagert ist und 
dieselbe buckelférmig hervortreibt® (Hertwig und Lesser 1874), so 
daf die genannten Autoren den hyaloplasmatischen Lappen am hinteren 
Pol der Zelle auch in Aufsicht gut nachweisen konnten, findet sich 
bei unserer Amoébe das Endoplasma so extrem am hinteren Pol der 
Zelle, daft phasenkontrastmikroskopisch hier ein ektoplasmatischer Rand 
iiberhaupt nicht sichtbar zu machen ist (vgl. Abb. 3). Bei der phasenkontrast-. 
mikroskopischen Abbildung des endoplasmatischen ,,Héckers“ treten aller- 
dings stérende Uberstrahlungen ein, die eventuell die Darstellung eines 
hyaloplasmatischen Lappens am hinteren Pol der Zelle hatten verhindern 
kénnen. Abb. 11 zeigt jedoch, daf auch nach Fixierung und Farbung der 
Zelle im Hellfeld ein hyaloplasmatischer Lappen, der mit dem am 
vorderen Pol der Zelle vorhandenen Lappen (in seiner Ausdehnung und 
Dicke) vergleichbar wire, am hinteren Pol sicher fehlt (erst das elektronen- 
mikroskopische Bild konnte erweisen, daf das Endoplasma allseitig von 
einer sehr schmalen Schicht Ektoplasma umgeben wird). Ein Uroid 
ist nur selten nachweisbar. Unsere Hyalodiscus-Art unterscheidet sich daher 
von H. rubicundus He rt wig und Lesser in charakteristischer Weise vor 
allem durch die extrem kaudale Lage des Endoplasmas. 
Hoogenraad (1907) beschreibt zwar bei einer von ihm untersuchien 
Amdbe, die er mit Hyalodiscus rubicundus Hert wig und Lesser iden- 
tifiziert, daB .der hintere cytoplasmatische Randsaum so diinn* sein kann, 
.daB er auch bei starken VergréRerungen sich ginzlich der Beobachiung 
enizieht*. Die von Hoogenraad untersuchte Species ernahrt sich jedoch 
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ausschlieBlich durch Eindringen in Oedogonium-Zellen, deren Inhalt 
aufgenommen wird. 


Nach der Beschreibung von Hoogenraad ist Hyalodiscus rubicundus ohne 
Oedogonium-Algen nicht lebensfahig. .Niemals wurden andere Algen als Oedogo- 
nium angegriffen. Und selbst als ich den Versuch machte, die Tiere absichtlich in 
eine von Oedogonium freie Umgebung zu bringen, beharrten sie bei den ihnen 
eigenen Gewohnheiten: es wurde keine andere Chlorophyll-Nahrung, weder von 
Spirogyra noch von Desmidiaceen oder Diatomeen aufgenommen, und die Tiere 
gingen schlieBlich unter ausgesprochenen Inanitionserscheinungen ein* (Hoo gen- 
raad 1907). Es erscheint daher zweifelhaft, ob es sich bei den 
von Hoogenraad einerseits und Hertwig und Lesser anderer- 
seits untersuchten Amében um die gleiche Art handelt, ob- 
gleich die typische Farbung fiir beide Arten angegeben wird: .,... Diese Farbe ist 
zumeist ein lebhaftes Ziegelrot, welches mit zahllosen Nuancen durch ein schmutzi- 
ges Braun in ein braunliches Griin und schlieBlich in ein fast reines Griin iibergeht. 
Kurz nach Aufnahme der aus Chlorophyll bestehenden Nahrung herrscht die 
griine Farbe vor, um bei weiter vorschreitender Verdauung in Braun und Rot 
iiberzugehen. Bei hungernden Individuen erblaBt die rote Farbe erheblich; voll- 
kommen farblose Individuen habe ich aber niemals beobachtet” (Hoogenraad 
1907). 

Unsere Amébe dagegen nimmt ihre Nahrung (und zwar auch langere 
fadenformige Algen) ausschlieBlich durch Invagination 
auf. Eine Farbung des Endoplasmas kann nicht beobachtet werden, Von 
der von Hoogenraad (1907) unter dem Namen Hyalodiscus rubicundus 
(Hertwig und Lesser) untersuchten Amobe unterscheidet sie sich auch 
durch die Art der Vermehrung: Die Zellteilung erfolgt ohne die Aus- 
bildung von Cysten (vgl. Abb. 9 und 10), wahrend Hyalodiscus rubicundus 
nach Hoogenraad (1907) Cysten ausbildet, aus denen 2 bis 3 Tage nach 
ihrer Bildung zwei Amoben schliipfen. Der gleiche Vermehrungsmodus ist 
fiir Plakopus ruber beschrieben, wahrend fiir die marinen Arten Hyalo- 
discus elegans und caeruleus meines Wissens iiberhaupt keine Beobachtun- 
gen iiber den Vermehrungsmodus vorliegen. Eine Identifizierung unserer 
Amodbe mit bereits bekannten Arten der Gattung Hyalodiscus scheint daher 
nicht méglich. Es ist gerechtfertigt, die hier untersuchte Amoébe als neue 
Art der Gattung Hyalodiscus (Hert wig und Lesser 1874) zuzuordnen: 


Hyalodiscus simplex n. sp. 


Durchmesser (mahrend normaler Bemegungsmeise in 0,1%iger Knopscher 
Lésung) 50 bis 20, Herzférmige bis ovale, kreisrunde oder diskusartige Form. 
Abb. 12. Hyalodiscus simplex. Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Diinn- 
schnittes. Flachschnitt, Schnittfiihrung s. Abb. 13. Ubersichtsbild zur Feinstruktur 
von Ektoplasma (oberes Drittel des Bildes) und Endoplasma. ZM = Zellmembran, 
FE = Einstiilpung. der Zellmembran, NV = Nahrungsvakuolen mit Bakterien, 
PB = Pinocytose-Blaschen, M = Mitochondrien, L = Lipoidtrépfchen. Der einge- 
zeichnete Ausschnitt erscheint in Abb. 19 vergré@ert. Fixierung: 1% Osmium- 
tetroxyd, 1% Kaliumbichromat (pH 7,01). Kontrastierung: 1% Phosphorwolfram- 
sdure, 0.5%. Uranylacetat in 75%igem Aceton. Einbettung: Vestopal W. (Elek- 

tronenoptisch: 6500 : 1, EndvergréBerung: 17.000 : 1.) 
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Gemessene Wandergeschwindigkeit bei 22°C in 0,1%iger Knopscher Lésung 0.5 bis 
0.2.u pro Sekunde. Einkernig. Breiter, sehr diinner, hyaliner Ektoplasma-Lappen 
am vorderen Pol der Zelle. Etwa kreisférmiger, stark gemélbter, endoplasmatischer 
Hécker ausschlieflich unmittelbar am hinteren Pol der Zelle (vgl. Abb. 3 und 11). 
Uroide nur selten nachweisbar, Eine pulsierende Vakuole im Endoplasma, Pulsa- 
lionsfrequenz in 0.1%iger Knopscher Lésung etrwa 3 Minuten. Nahrung: Algen, 
Hefen, Bakterien. Aufnahme der Nahrung durch Invagination der Partikel. Ver- 
mehrung: Zellteilung (vgl. Abb. 9 und 10) ohne Ausbildung von Vermehrungs- 
cysten. Ektoplasma und Endoplasma immer farblos. Fundort: Schilammprobe aus 
dem Schlofweiher des Botanischen Gartens der Universitat Bonn, Isolierung: 
Anfang Mai 1958. 


Elektronenmikroskopische Untersuchungen 


Zweck der elektronenmikroskopischen Untersuchungen war es, eine 
allgemeine Feinstrukturanalyse der Zellen an Hand von 
Diinnschnitten vorzunehmen. Hierbei erwies sich 
FD. sowohl die Qualitét der Abbildungen als auch die 
Glaubhaftigkeit der Strukturen nach Einbettung 
Abb. 13. Schnittfiihrung der Objekte in Vestopal den Methacrylatein- 
zu Abb. 12. bettungen (Wohlfarth-Bottermann 1958, 
1959b) als weit iiberlegen. Im folgenden seien daher 

nur die Untersuchungsergebnisse an Vestopal-Schnitten dargestellt. 

Abb. 12 zeigt zunachst als Ausschnitt aus einem Flachschnitt durch die 
Amoébe den Strukturunterschied zwischen Ektoplasma 
und Endoplasma. Abb. 13 verdeutlicht die Schnittfiihrung. Wahrend 
das Ektoplasma im oberen Teil des Bildes bei schwachen Ubersichtsver- 
gréRerungen mehr oder weniger homogen erscheint und keine Mem- 
branstrukturen beherbergt, ist das Endoplasma (im unteren Teil des 
Bildes) wesentlich charakterisiert durch das Vorkommen von Mitochondrien 
(M), Lipoidtrépfchen (L) und das Auftretenvon Membranstruk- 
turen, die zumeist als Wandungen polymorpher Blaschen (PB) jeder 
GréBe in Erscheinung treten. Bei den gréBeren Blasen (NV) handelt es sich 
eindeutig um Nahrungsvakuolen, da sie einzelne Bakterien enthalten. In 
der oberen linken Hialfte des Bildes sieht man eine Einstiilpung (£) der 
Zellmembran ins Ektoplasma. Neben diesen Membranen des Endoplasmas, 
deren Doppelschichtigkeit besonders dann gut zur Darstellung 
kommt, wenn sie relativ grofe Vakuolen (PB) umgeben, findet man ei n- 
schichtige Membranen (Doppelpfeilmarkierung Abb. 14), die 
regelmaBig einen geringeren Elektronenkontrast besitzen. Bei starker Ver- 








Abb. 14. Ausschnitt aus Abb. 12 bei starkerer VergréBerung. EK = Ektoplasma, 
EN = Endoplasma, M = Mitochondrium, PB = Pinocytose-Blaschen, E = Einstiil- 
pung der Zellmembran. Beachte die verschiedene, charakteristische Feinstruktur 
des Ektoplasmas (EK) (.Hyaloplasma*, .Plasmagel“) und Endoplasmas (EN) 
(.Kérnchenplasma“. ..Plasmasol*). Die Pfeilmarkierungen weisen auf Querschnitte 
der fiir das Endoplasma typischen Membranstrukturen, die strukturgleich mit der 
Zellmembran sind: der Doppelpfeil auf einfacher strukturierte Membranen. Tech- 
nik s. Abb. 12. (Elektronenoptisch: 6500:1. Endvergréferung: 45.500 : 1.) 
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gréRerung sind sie auch in Abb. 30 (unten) zu sehen. Ein ektoplasmatischer 
Randsaum, wie er in Abb. 12 dargestellt ist, umgibt in weniger starker 
Auspragung fast allseitig den endoplasmatischen Hocker der Amébe und 
setzt sich zum vorderen Pol der Zelle hin als hyaloplasmatischer Lappen 
fort. 

Der in Abb. 12 markierte Ausschnitt erscheint in Abb. 14 bei starkerer 
VergréRerung wieder und gestattet hier eine genauere Analyse der Struk- 
turkomponenten des Ektoplasmas (EK) bzw. des Endoplasmas (EN). Das 
Ektoplasma setzt sich nach Osmium-Chrom-Fixierung offenbar aus 
sehr kleinen granularen bzw. vernetzten fadigen Elementen zusammen, 
wihrend die charakteristischen Membranen des Endoplasmas (soweit 
sie exakt quergeschnitten sind wie an den durch Pfeile markierten Stellen) 
aus zwei sehr kontrastreichen und scharf begrenzten Aufenschichten und 
einer transparenten Mittelschicht bestehen. Sie entsprechen damit 
strukturell véllig der Zellmembran dieser Zellen (vgl. 
Abb. 17, 18 und 27). Auf die iiber das ganze Bild verteilten kontrastreichen, 
mehr oder weniger kreisrunden Partikel wird spater eingegangen. 

Abb. 15 zeigt bei schwacher VergréRerung ein Ubersichtsbild aus einem 
Sagittalschnitt durch den .endoplasmatischen Hocker“ der 
Amdbe (vgl. Abb. 16). Die dorsale Seite der Amébe ist im Bild oben, die 
ventrale Seite unten. Bei SR kommt der Schnittrand zur Darstellung (vgl. 
Technik der Orientierung p.60—63). Neben sehr kleinen Pseudopodien (PP) 
verschiedener Gréfe im ganzen Bereich der Zelloberflache, insbesondere auf 
der dorsalen Seite, sind im Endoplasma Mitochondrien (M), Blaschen sehr 
verschiedener GréBe (PB) und der Zellkern (N) zu erkennen. Die Unter- 
seite der Amébe (ventrale Seite, im Bild unten) wird durch den Schnittrand 
(SR) leicht erkannt. Es stellte sich nach Auswertung zahlreicher Ubersichts- 
bilder von Sagititalschnitten heraus, dafi die Zellmembran der Ventralseite 
der Amoébe keine n grofflachigen Kontakt mit der Unterlage besitzt. Viel- 
mehr stiitzt sich die Amébe nur mit einzelnen kleinen Pseudopodien auf. 
Dieser Befund ist fiir den Bewegungsmechanismus von Hyalodiscus von 
Bedeutung. Das Ubersichtsbild zeigt weiterhin, da ein ektoplasmatischer 
Randsaum um den endoplasmatischen Hicker stellenweise fehlen kann. 

Die in Abb. 15 markierten Ausschnitte erscheinen als Abb. 17 und 18 
vergroéRert wieder. Hier ist die typishe Zellmembranstruktur zu 
erkennen und zwar sowohl im Quersdhnitt (ZQ) als auch im Tangential- 
schnitt (ZT). Der relativ derben, eigentlichen Zelloberflache, bestehend aus 
zwei kontrastreichen Aufenschichten und einer transparenten Mittelschicht, 
ist auBen eine wenig elektronenkontrastreiche, diffuse Schicht aufgelagert, 
die sich wiederum in feine Harchen fortsetzt (noch besser in Abb. 27 er- 





Abb. 15. Hyalodiscus simplex. Ubersichtsbild des ..Endoplasmatischen Héckers*. 

Sagittalschnitt (vgl. Abb. 16). N= Kern, M = Mitochondrien, PB = Pinocytose- 

Blaschen. PP = kleine Pseudopodien auf der dorsalen Seite der Amdébe, SR = 

Schnittrand = Ventralseite der Amébe (Erklarung siehe unter elektronenmikro- 

skopische Technik). Die eingezeichneten Ausschnitie erscheinen in Abb. 17 und 18 

vergréRert. Technik s. Abb. 12. (Elektronenoptisch: 6500:1, Endvergréferung: 
13.000 : 1.) 
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kennbar, vgl. auch Abb. 19). An Tangentialschnitten der beiden elektronen- 
kontrastreichen Schichten der Zellmembran (Abb. 17 und 18) zeigt sich ein 
Aufbau aus anscheinend fadenférmigen Baueinheiten, die in ihrer GréBe 
an der Auflésungsgrenze des Elektronenmikroskops liegen. 

Die Gestalt der in der elektronenkontrastarmen Schicht inserierenden 
Harchen wird in Abb. 17 im Langsschnitt (HL) und im Querschnitt (HQ) 
dargestellt. Die gréReren und kleineren Hohlraume (PB) im Cytoplasma, 
die sich in besonders reichem Mafe im Bereich des Endoplasmas zeigen, 
besitzen Wandungen mit unverkennbarer Zellmembranstruktur. In Abb. 17 
sind in einem Tangentialschnitt eines solchen Hohlraumes die Harchen der 
Zellmembran quer geschnitten (HQ, Pfeilmarkierung). Hier wird ersichtlich, 
daft die Harchen selbst wiederum aus mehreren feinen Faden bestehen, die 

sich distal zu einer trichterformigen Offnung, der .Spitze* 
der Hiirchen, erweitern. 

Wihrend im Ektoplasma hiaufig tiefe Einstiilpungen 
der Zellmembran ins Innere der Zelle nachweisbar sind 
(vgl. Abb. 12), lat sich im Endoplasma durch Analyse von 
Serienschnitten beweisen, da die mit Zellmembranen aus- 

Abb. 16. gekleideten Hohlriume zumeist keine Verbindung mit 

Schnitt- der Zellmembran mehr besitzen und daher wirklich Blis- 

fiihrung chen sind. In der vorangehenden Studie (Wohl farth- 
zu Abb. 15. Bottermann und Schneider 1959) waren diese Ge- 

bilde noch als ,.Zelleinstiilpungen* beschrieben worden. Es 
handelt sich um .Pinocytose-Blaschen* (PB), die in Form von 
Einstiilpungen der Zellmembran entstehen. Nach Abschniirung von der 
Zellmembran wandern diese Blaschen ins Zellinnere oder fragmentieren auf 
diesem Wege (Abb. 18, 20, 22, Pfeilmarkierung). Ihr Inhalt vermischt sich 
mit dem Cytoplasma der Zelle. Wir kénnen hier also die lichtmikroskopisch 
bereits beschriebene ,,Pinocytose* (Le wis 1931, Holter und Marshall 
1954) elektronenoptisch nachweisen und analysieren. Unter Pinocytose wird 
die Aufnahme von Fliissigkeitstropfen in die Zelle durch Abschniirung von 
Blaschen von der Zellmembran verstanden. Auf die Bedeutung dieser Er- 
scheinung fiir die Bildung der Membranstrukturen des Endoplasmas, die 
ambéboide Bewegung und den Wasserhaushalt der Zelle wird spater zuriick- 
zukommen sein. 

In einem Ubersichtsbild wird in Abb. 20 der kaudale Teil des endo- 
plasmatischen ,Héckers* dargestellt. Es handelt sich um ein AnschluBbild 
zu Abb. 15. (Zur Schnittorientierung vergleiche Abb. 21.) Neben Pinocytose- 
Blaschen (PB) sehr verschiedener Gréfe erkennt man Mitochondrien (4). 


Die Pfeilmarkierung weist auf ein eindeutig fragmentiertes Pinocytose- 


Abb. 17. Ausschnitt aus Abb. 15 bei starkerer VergréBerung, Kleine Pseudopodien 

(PP) mit ektoplasmatischer Feinstruktur. ZQ = Zellmembran im Querschnitt, 

ZT = Zellmembran im Tangentialschnitt, HL = Hiarchen der Zellmembran im 

Langsschnitt. HQ = Harchen der Zellmembran im Querschnitt, PB = Pinocytose- 

Blaschen. Beachte den verschiedenen Kontrast der Wandungen der mit Doppel- 

pfeil markierten Pinocytose-Blaschen! Technik s. Abb. 12. (Elektronenoptisch: 
13.200 : 1. Endvergréferung: 50.000 : 1.) 
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Blaschen. Insbesondere in der rechten Bildhalfte sind zahlreiche cytoplas- 
matische Membranstrukturen zu erkennen, die keine Zellwandstruktur 
besitzen (Doppelpfeilmarkierung). Der in Abb. 20 eingezeichnete Ausschnitt 
erscheint in Abb. 22 vergréBert. Man sieht nun deutlich, daf das fragmen- 
tierende Pinocytose-Blaschen (Pfeilmarkierung) eine Wandung mit Ze11- 
membranstruktur besitzt, wahrend die mit Doppelpfeil markierten 
Membranen einfach konturiert erscheinen. 

Abb. 23 verdeutlicht in einem Ubersichtsbild (unten) und bei stairkerer 
VergréRerung (oben) die Ubergangszone zwischen Endoplasma 
und Ektoplasma im Sagittalschnitt. Es handelt sich wiederum um ein 
AnschluBbild zu der im Sagittalschnitt in Abb. 15 dargestellten Amébe 
(zur Schnittorientierung vergleiche Abb. 24). Der Querschnitt des hyalo- 
plasmatischen Lappens im Elektronenmikroskop erweist, daf dieser zum 
Teil eine weniger als 1 « diinne Cytoplasmaschicht ist. was lichtmikrosko- 
pisch in der Aufsicht (vgl. Abb. 3 und 11) nicht erkannt werden kann. In der 
Profilansicht entgeht daher die Front des hyaloplasmatischen Lappens leicht 
der lichtmikroskopischen Beobachtung. Wahrend in der frontalen Zone des 
endoplasmatischen Héckers noch Mitochondrien (M) und Membranstruk- 
turen vorkommen, finden sich diese in der Ubergangszone nur noch vereinzelt 
und fehlen im hyaloplasmatischen Lappen vollig. Bei SR ist wiederum der 


Schnittrand markiert, wodurch die Ventralseite der Amébe definiert ist. 
Ein Ausschnitt aus Abb. 23 bei starkerer Vergréferung zeigt als Abb. 23 


(oben) bei einer in Abb. 26 verdeutlichten Schnittfiihrung den Aufbau 
des Hyaloplasmas (Ektoplasma) aus anscheinend retikuliar 
vernetzten, fadigen Elementen nach Fixierung mit dem Ge- 
misch Osmiumtetroxyd-Kaliumbichromat. Den gleichen Strukturaspekt, 
wenn auch mit anderen Dimensionen der Strukturelemente, konnten wir 
auch nach Fixierung des Hyaloplasmas mit Hilfe einer 1% igen, mit Veronal- 
acetat gepufferten Kaliumpermanganatlésung bei einem pH-Wert von 
7,15 (Luft 1956) nachweisen (Abb. 25, unten). Die Struktur der Zellmem- 
bran tritt nach Kaliumpermanganatfixierung nur zum Teil bzw. undeut- 
lich hervor. Die aufere, elektronenkontrastarme Schicht sowie die Harchen 
sind tiberhaupt nicht zu erkennen. Die Doppelschichtigkeit der eigentlichen 
Zellmembran tritt zwar hervor, jedoch ist ihr Elektronenkontrast im Ver- 
gleich zur Osmium-Chrom-Fixierung sehr gering (vergleiche die Doppel- 
pfeilmarkierungen in Abb. 23 oben und unten, die auf jeweils vergleichbare 
Querschnitte hinweisen). Die in Abb. 23 (unten) der Zellmembran anhaften- 
den elektronenkontrastreichen .Halbkugeln“ (Pfeilmarkierung) — stellen 
zweifellos ein Artefakt dar. Ihr Zustandekommen kann méglicherweise 
durch ein ,,Zusammenlaufen* der Lipoidanteile der Zellmembran erklart 
werden. Bei dieser Deutung wiirde gleichzeitig der verringerte Elektronen- 
kontrast der Zellmembran einleuchten. 


Abb. 18. Ausschnitt aus Abb. 15 bei starkerer Vergréferung. Pinocytose-Blaschen 

(PB) verschiedener Gréfe, ihre Wandungen entsprechen der Struktur der Zell- 

membran. Die Pfeilmarkierung weist auf ein Pinocytose-Blaschen hin, dessen 

Wandung gerade fragmentiert ist. ZM = Zellmembran. Technik s. Abb. 12. (Elek- 
tronenoptisch: 13.200 : 1, EndvergréBerung: 50.500 : 1.) 
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Abb. 27 zeigt die vordere Front des hyaloplasmatischen 
Lappens im Querschnitt. (Zur Schnittorientierung s. Abb, 28.) Die Fein- 
struktur der Zellmembran mit den harchenartigen Fortsatzen (H) auf der 
AuBenschicht der Zellmembran ist hier besonders gut zu erkennen. Die 
Markierung weist auf die doppelschichtige Membran, die Markierung DS 
auf die diffuse Aufenschicht. 

Die Feinstruktur des Ektoplasmas ist prinzipiell iiberall gleich, kann 
aber lokal in bezug auf die Dichte (Abb. 27) und auch in bezug auf den 
Kontrastreichtum der Strukturelemente variieren. Insbesondere in Abb. 29 
erkennt man drei verschiedene Strukturaspekte des Hyaloplasmas. Zwischen 
mehr oder weniger homogenen Bereichen des Hyaloplasmas (Abb. 29. oben) 
und dicht gepackten faden- 
formigen (oder granuliren?) 
Strukturen (Abb. 29, unten) 
existieren alle Ubergiinge 
(Abb. 29, Mitte). Vergleicht 
man mit diesen Bildern noch 
einmal die Abb. 5, 7, 8 und 19, 


so erhalt man einen Eindruck 
Abb. 19. Schema der Zellmembran von Amoeba von der Variabilitit des 
proteus und Hyalodiscus simplex. 








Strukturaspektes des Hya- 
loplasmas. Der homogene 
Strukturaspekt tritt haufig in der Umgebung von Pinocytose-Blaschen auf 
(Abb. 30, oben), ist jedoch nicht auf solche Bereiche beschrankt. 

Die auf allen elektronenmikroskopischen Bildern erkennbaren mehr 
oder weniger kreisrunden, kontrastreichen Partikel mit einem Durchmesser 
von 250 bis 1000 A wurden bereits in einer vorangehenden Arbeit (Schnei- 
der und Wohlfarth-Bottermann 1959) beschrieben. Sie kamen 
sowohl bei Amoeba proteus als auch bei Hyalodiscus in allen untersuchten 
Praparaten vor. Zumeist sind sie regellos iiber die ganze Zelle verteilt, ohne 
erkennbare Zuordnung zu bestimmten Zellstrukturen, Des 6fteren kann 
allerdings beobachtet werden, daf sie innerhalb der Mitochondrien (M) in 
deutlich durch eine Membran begrenzten Lumina (Abb. 30, unten) liegen. 


Diskussion der Ergebnisse 
Zellmembran und Zelloberflache 
Nach lichtmikroskopischen Befunden (vgl. Pappas 1954) enthalt die 
Zellmembran der Amében Eiweisse und Polysaccharide. Die Millon- 
Reaktion, der Sakaguchi-Test und die PAS-Reaktion sind positiv. 


Abb. 20. Hyalodiscus simplex. Kaudaler Teil des endoplasmatischen ..Héckers™. 
Sagittalschnitt (vgl. Abb. 21). PB = Pinocytose-Bliaschen verschiedenster GriéBe, 
M = Mitochondrien. Der eingezeichnete Ausschnitt erscheint in Abb. 22 vergréBert. 
SR = Schnittrand = Ventralseite der Amébe (Erklarung siehe unter elektronen- 
mikroskopische Technik). Pfeilmarkierung: Fragmentierendes Pinocytose-Blaschen. 
Doppelpfeilmarkierung: Ausgedehnte Membranstrukturen, die nicht Zellwand- 
struktur besitzen. Technik s. Abb. 12. (Elektronenoptisch: 13.200: 1, EndvergréRe- 
rung: 26.000 : 1.) 
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Lehmann (1958) beschreibt einen Aufbau aus zwei Schichten, nimlich 
einer ,mucoidhaltigen Auenschicht™ (Sammetstruktur) und einer inneren 
Schicht, deren Feinstruktur jedoch nicht verlaBlich analysiert werden 
konnte. Auch in den Bildern von Pappas (1956), Cohen (1957) und 
Greider, Kostir und Frajola (1958) konnte keine wesentlich bes- 
sere optische Strukturauflésung der Zellmembran erzielt werden. Sc hn e i- 
derund Wohlfarth-Bottermann (1959) fanden dann sowohl fiir 
Amoeba proteus als auch fiir die im Rahmen dieser Studie untersuchten 
Amébe einen mindestens dreischichtigen Aufbau, wonach die innere Mem- 
bran sich aus zwei elektronenkontrastreichen Aufenschichten und einer 
transparenten Mittelschicht aufbaut. Tangentiale Anschnitte der beiden 
kontrastreichen AuBenschichten (Abb. 17 und 18) sprechen fiir eine Folien- 
textur, in der die sehr kleinen, an der Grenze der elektronenoptischen Auf- 

lisbarkeit liegenden fadenférmigen Baueinheiten wirr 
durcheinanderlaufen, in der Membranfliche jedoch par- 
allelisiert sind. 

An diese zumindest zweischichtige innere Membran 
schlieBt sich nach aufen eine diffuse, kontrastarmere 
dritte Schicht an, in der zahlreiche Hiarchen inserieren 

Abb. 21. (vgl. Abb. 19)5. An diesem Befund hat sich im Laufe 

Schnitt- der vorliegenden Untersuchungen nichts geindert. Da in 

fiihrung allen Untersuchungen an Hyalodiscus die bei Amoeba 

zu Abb. 20. proteus als Bestandteile der Hiarchen beschriebenen 

..globuliren* Partikel mit einem Durchmesser von 150 bis 
200 A nicht gefunden wurden, muB vermutet werden, da diese Gebilde 
als artefiziell anzusehen sind. Wahrscheinlich handelt es sich um Defor- 
mationsstrukturen, hervorgerufen an diesen sehr zarten Gebilden durch 
die Einbettung in Methacrylat. Ihre viel regelmaBigere Struktur in Vesto- 
pal-Schnitten (vgl. Abb. 19) erscheint glaubhafter. 

Die Zellmembran der Amében ist zweifellos derber und viel komplizier- 
ter aufgebaut als die Zellmembranen anderer Zellen. Es liegt nahe zu ver- 
muten, daf die inneren Schichten u. a. aus Eiweissen und Lipoiden bestehen, 
die a4uBere, kontrastarmere und diffusere Schicht mit den in ihr inserieren- 
den Harchen dagegen aus Polysacchariden, die mit der PAS-Reaktion nach- 
gewiesen werden kénnen. Die gute Haftfahigkeit der Zellmembran der 
Amében (man hat von einer ,klebrigen* Oberflache gesprochen) diirfte 
durch diese auBere Schicht der Zellmembran mit ihrer Harchenstruktur 


> Anm. b. d. Korrektur: E. H. Mercer (Proc. Royal Soc.. B.. 150. 216—232. 
1959) sowie G. D. Pappas (Ann. N.Y. Acad. Sci. 78, 448—473, 1959) kommen in 
gerade erschienen Arbeiten an A. proteus und Pelomyxa carolinensis zu entspre- 
chenden Befunden. 


Abb. 22. Ausschnitt aus Abb. 20 bei starkerer Vergré8erung. PB = Pinocytose- 
Blaschen. Die Pfeilmarkierung weist auf ein fragmentierendes Pinozytose-Blaschen 
hin. Die Doppelpfeilmarkierung zeigt einfach konturierte Membranen. ZM = Zell- 
membran. M = Mitochondrium mit Tubuli mitochondriales. Technik s. Abb. 12. 
(Elektronenoptisch: 13.200: 1, EndvergréBerung: 49.500 : 1.) 








i") 
a 
= 
= 
= 
n 
> 
L 
= 
D 
= 
S 
Es 
i= 





K. E. Wohlfarth-Bottermann 





Protistenstudien 89 


erklart werden. Sicher sind diese Harchen auch fiir das Festhalten parti- 
kularer Elemente bei der Phagocytose und fiir die améboide Bewegung 
von Bedeutung. Die hier nachgewiesene komplizierte Feinstruktur der 
Zellmembran ist fiir die Frage ihrer Permeabilitat von Interesse. 

Die Zelloberflache sowohl von Amoeba proteus (vgl. Schnei- 
der und Wohlfarth-Bottermann 1959) als auch von Hyalodiscus 
simplex erweist sich elektronenoptisch durch das Vorkommen zahlreicher, 
lichtmikroskopisch nicht nachweisbarer, kleinster Pseudopodien sowie von 
Einstiilpungen der Zellmembran in das Zellinnere als weitaus gréBer, als aus 
lichtmikroskopischen Untersuchungen bisher angenommen werden konnie. 
Diese Tatsache muff bei Berechnung der Zelloberflache von Amében (vgl. 
z.B. Lovtrup und Pigén 1951) beriicksichtigt werden. Allein aus licht- 
mikroskopischen Untersuchungen lat sich diese Flache auch nicht an- 
nihernd genau erfassen. Die bisherigen Berechnungen 
ihrer GréRe diirften allgemein zu niedrige Werte ergeben 
haben. 

Zu der Frage, ob im Verlauf der améboiden Bewe- 
gung die Zellmembran der Amébe fortlaufend neu ge- Eo 
bildet wird, konnten elektronenmikroskopisch direkte 
Beobachtungen bisher nicht gemacht werden. Indirekt Abb. 24. 
kann dies jedoch bei der von uns untersuchten Amébe Schnitt- 
daraus erschlossen werden, daft} durch den elektronen- fiihrung 
mikroskopisch nachweisbaren Vorgang der Pinocytose be- — zu Abb. 23. 
triichtliche Teile der Zellmembran dauernd abgeschniirt 
werden und ins Endoplasma wandern, ohne dafi die Oberflache der Zelle 
meBbar geringer wird. Dies kann als Beweis dafiir gelten, daf laufend neue 
Zellwandstruktur gebildet werden muf. Im Rahmen der Diskussion der 
Befunde iiber die Pinocytose unserer Amébe wird hierauf noch einmal zu- 
riickzukommen sein. Eine permante Neubildung von Zellmem- 
bran kann auf Grund ihrer dauernden Einschmelzung in Form von Pino- 
cytose-Blaschen am hinteren Pol der Zelle als bewiesen gelten. Es liegt nahe, 
daB die Neubildung am vorderen Pol der Zelle erfolgt, was sich elektronen- 
optisch bisher jedoch noch nicht direkt sichtbar machen lief. 


Hyalines Ektoplasma (,,Hyaloplasma“) 


Das hyaline Ektoplasma der Amébe, das zumeist in nicht ganz zulassi- 
Pies eae “ . : : 
ger Vereinfachung als Plasmagel bezeichnet wird, kann sowohl einen 
relativ fliissigen als auch einen relativ festen Aggregatzustand besitzen. 


Abb. 23. Hyalodiscus simplex. Ubersichtsbild der Ubergangszone zwischen Endo- 

plasmatischem Hocker und hyaloplasmatischem Lappen sowie eine stiarkere Ver- 

gréBerung eines Teils dieses Bildes. Sagittalschnitt (vgl. Abb. 24). M = Mito- 

chondrium, SR = Schnittrand = Ventralseite der Amébe (Erklarung siehe Elek- 

tronenmikroskopische Technik). Der eingezeichnete Ausschnitt erscheint in Abb. 23 

(oben) starker vergréBert. Technik s, Abb. 12. (Elektronenoptisch: 6500 :1, End- 
vergréBerung: 13.000: 1 bzw. 22.000 : 1.) 
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Zumeist tritt es in Form einer festeren Cytoplasmamodifikation auf. Da in 
hyalinen Pseudopodien der Amébe jedoch auch Bewegungsvorgange ablau- 
fen, mu® sich das hyaline Ektoplasma lokal verfliissigen und wieder ver- 
festigen kénnen, je nach Erfordernis der améboiden Bewegung. Lokale Ver- 
fliissigungen des Ektoplasmas sind lichtmikroskopisch kaum sichtbar zu 
machen, weil durch das Fehlen gréRerer partikulirer Einschliisse (wie z. B. 
Mitochendrien) Bewegungsvorgange im Hyaloplasma der Beobachtung ent- 
gehen. 

Da bei Amoeba proteus eine so klare und regelmaBige Trennung von 
Endoplasma und Ektoplasma wie bei Hyalodiscus nicht vorliegt (vgl. auch 
Schneider und Wohlfarth-Bottermann 1959), ist es nicht zu 
verwundern, daf eine Analyse eines eindeutigen Strukturunterschiedes zwi- 
schen Ektoplasma und Endoplasma in den Arbeiten von Cohen (1957) 
und Greider, Kostir und Frajola (1958) noch nicht gelang. The 
classical description of ameba cytoplasm as consisting of an ectoplasmic 
and endoplasmic component, is only supported in our electron microscopic 
observations by the existence of an optically empty space between the cell- 
membrane and the granular cytoplasm” (Cohen _ 1957)°. Die zumeist 
auRerordentlich lockere Struktur des Amébencytoplasmas in den Bildern 
der genannten Autoren erweckt allerdings den Verdacht auf eine nicht opti- 
mal gelungene Fixation. 

Gersch und Mitarbeitern (1958) gelang elektronenoptisch die Darstel- 
lung des ektoplasmatischen Randsaumes von Amoeba proteus, wenngleich 
die Abbildungen dieser Autoren wegen ihrer geringen optischen Struktur- 
auflésung zu einer naheren Charakterisierung der Strukturelemente von 
Ektoplasma und Endoplasma nicht ausreichen. 

Die klare und konstante Trennung dieser beiden Cytoplasmamodifika- 
tionen bei Hyalodiscus erméglichte erstmalig eine sichere Identifizierung 
und Analyse der Feinstruktur des Ektoplasmas, das nach Anwendung 
einer Osmiumtetroxyd-Kaliumbichromat-Fixierung aus sehr kleinen, 
anscheinend vernetzten fidigen Elementen besteht (vel. 
auch Schneiderund Wohlfarth-Bottermann 1959). Diese Struk- 
turelemente sind in Vestepal-Schnitten bedeutend klarer darzustellen als in 
Methacrylatschnitten (vgl Wohlfarth-Bottermann 1958, 1959b). 
Es erhebt sich nun die Frage, inwieweit dieser Strukturaspekt der Le ben d- 
struktur entspricht. Der Nachweis einer prinzipiell ahnlichen Struktur 


« 
i 


6 Anm. b. d. Korrektur: ..No differentiation between sol und gel was apparent 
electren-micrescopically” (E. H. Mercer. Proc. Roy. Soc., B, 150, 216—232, 1959). 


Abb. 25. Vergleichende Darstellung der Feinstruktur des Ektoplasmas (Quer- 

schnitte des hyaloplasmatischen Lappens, vgl. Abb. 26) nach verschiedener Fixierung. 

Oben: Gemisch von 1% Osmiumtetroxyd und 1% Kaliumbichremat bei pH 7.01. 

(Elektronenoptisch: 13.200: 1, Endvergréferung 36.500: 1.) — Unten: 1% Kalium- 

permanganat bei pH 7.15. (Elektronenoptisch: 11.900:1, EndvergréBerung: 
51.000 : 1.) 
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nach Osmiumtetroxyd-Kaliumbichromat- und Kaliumpermanganatfixie- 
rung* kann als Hinweis dafiir gelten, daff die Annahme einer fadigen 
Netzstruktur im hyalinen Ektoplasma nicht abwegig ist. Das Vorkommen 
fadiger Grundformen im Cytoplasma wird zudem fast allgemein postu- 
liert aus Griinden, die hier nicht erértert werden sollen. Die Ausbildung 
einer Netzstruktur ist ebenfalls plausibel, wenn man sich daran erinnert, 
daB das hyaline Ektoplasma als Plasmagel angesprochen wird. Es bedarf 
aber wohl keiner besonderen Erwahnung, daf nach Fixation und Entwis- 
serung des Cytoplasmas bestenfalls Aquivalentbilder der Strukturen intra 
vitam erhalten werden, die in bezug auf ihren Aquivalentwert noch 
einer Uberpriifung, insbesondere durch Anwendung der Gefriertrocknungs- 
technik, bediirfen. Die vergleichende Darstellung der Feinstruktur des 
Hyaloplasmas nach Osmium-Chrom-Fixierung und Permanganat-Fixierung 
(Abb. 25) erweist ja mit aller Deutlichkeit, wie unsicher 
noch die Aussagen iiber die Dimension der Grundformen 
des Hyaloplasmas sind. 

In der Strukturdichte des Ektoplasmas liefen 
sich bereits bei friiheren Untersuchungen (Wohl farth- 
Bottermann 1958, 1959b) elektronenoptisch Differenzen 
nachweisen, die mit einer lokal verschieden grofen dyna- 
mischen Aktivitat und Viskositit des Ektoplasmas korre- 
liert werden kénnen. So wurde das Strukturgefiige in 
kleinen, in Bildung oder Riickbildung begriffenen Pseu- 
dopodien (nach Methacrylateinbettung) deutlich lockerer 
gefunden als das sonstige Ektoplasma. Auch nach Vestopal- 
Einbettung ergaben sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit deutliche Struk- 
turdifferenzen in verschiedenen Regionen des hyaloplasmatischen Lappens 
(vgl. Abb. 27, 29 und 30), interessanterweise auch in der Umgebung von 
Pinocytose-Blaschen, soweit diese im Ektoplasma angetroffen werden. Das 
Hyaloplasma zeigt nach Osmium-Chrom-Fixierung sehr verschiedene 
Strukturdichten. Zwischen einem sehr kompakten Strukturgefiige bis zu 
homogenen Aspekten kommen (als Uberginge?) alle Dichteverteilungen 
vor. Es kann kein Zweifel daran bestehen, daf hier echte Korrelationen 
zwischen elektronenmikroskopischer Feinstruktur einerseits und dynami- 


Abb. 26. 

Schnitt- 

fiihrung 
zu Abb. 25. 


7 Dieser Befund zeigt gleichzeitig, da Kaliumpermanganat [im Gegensatz zu 
der urspriinglichen Meinung von Luft (1956), wonach dieser Fixierer lediglich zur 
Konservierung endoplasmatischer Membranstrukturen geeignet ist] auch die 
Grundsubstanz des Ektoplasmas fixiert und zur Darstellung kommen 1aBt. 


Abb. 27. Hyalodiscus simplex. Teilaufnahme eines Querschnittes durch die Front- 
zone des hyaloplasmatischen Lappens (vgl. Abb. 28). Beachte die lokal etwas 
unterschiedliche Strukturdichte des Ektoplasmas sowie die in diesem Bild besonders 
gut zur Darstelung kommende Feinstruktur der Zellmembran (ZM) aus zwei elek- 
tronenkontrastreichen Schichten (S) mit einer transparenten Mittelschicht. Daran 
schlieRt sich nach aufen eine elektronenoptisch wenig kontrastreiche, jedoch um 
das Mehrfache dickere diffuse Schicht (DS) an. in der feine Harchen (H) inserieren 
(vgl. schematische Darstellung in Abb. 19. Technik s. Abb. 12. (Elektronenoptisch: 
13.200 : 1, EndvergréRerung: 69.000 : 1.) 
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scher Aktivitat und Viskositat andererseits aufgestellt werden kénnen 
(vgl. entsprechende Befunde an Schleimpilzen, Heliozoen und Gewebe- 
kulturzellen bei Wohlfarth-Bottermann 1959b), Der Nachweis 
ihres Vorkommens zeigt die Méglichkeit, daf der jetzt erreichte Stand 
der strukturellen Analyse es gestattet, mit Erfolg cytoplasmatische Trans- 
formationen im Rahmen der sogenannten Plasmasol-Plasmagel-Umwand- 
lung elektronenoptisch sichtbar zu machen (Wohl farth-Bottermann 
1958, 1959 a und b). Dies diirfte zumindest einen methodischen Fortschritt 
fiir die Protoplasmaforschung darstellen, die sich nun bei der Verfolgung 
von Viskositatsveranderungen zusatzlich der morphologischen Analyse und 
Kontrolle mit Hilfe der Elektronenmikroskopie bedienen kann, da diese 
Erscheinungen zunachst einmal sichtbar zu machen sind. Es wird nun 
als nachster Schritt die Frage kritisch zu priifen sein, in- 
wieweit auch Aussagen iiber den Mechanismus der 
Plasmasol = Plasmagel-Transformation mé- 

glich sind. 
Man kann das Hyaloplasma als die Grundsubstanz 
C> des Cytoplasmas schlechthin auffassen. Die bei Hyalodiscus 
erzielten Bilder dieser .,.Matrix* des Cytoplasmas scheinen 
Abb. 28. seine Gelstruktur im Sinne eines’ retikular-dispersen 
Schnitt- Systems zu beweisen. Es muf weiterhin offenbleiben, ob 
fihrung das zweifellos dynamisch zu sehende Eiweiffgeriist in 
zu Abb. 27. Wirklichkeit im GréRenordnungsbereich der Molekiile, 
also fiir das Elektronenmikroskop unsichtbar oder knapp 
oberhalb dieser GréBenordnung liegt, und damit elektronenoptisch 
grundsatzlich darstellbar sein miifte, bzw. bereits in den hier vorgelegten 
Bildern dargestellt ist. Theoretisch ware auch denkbar, dafi das Geriist im 
Rahmen der cytoplasmatischen Dynamik und der mit ihr zweifellos ver- 
bundenen strukturellen Transformationen einmal dem molekularen, zum 
andern dem supramolekularen Gréfenordnungsbereich angehéren kann, 
d. h. es waren ineinander transformierbare Cytoplasmamodifikationen denk- 
bar, bei denen z. B. die Grundelemente des Plasmagels amikroskopischer, 
die Grundelemente des Plasmasols sublichtmikroskopischer GréRenordnung 

sein kénnen. 


Endoplasma (,,Kérnchenplasma“) 


Das Endoplasma unterscheidet sich vom Ektoplasma lichtmikroskopisch 
besonders dadurch, daf in dieser, auch als .Plasmasol“ bezeichneten 
Modifikation des Cytoplasmas, die Mitochondrien, der Zellkern und andere 
partikulare Elemente sowie die Nahrungsvakuolen und die pulsierende 
Vakuole gefunden werden. Auf Grund des Vorhandenseins dieser licht- 
mikroskopisch gut sichtbaren Zellorganellen kann man beobachten, daf das 


Abb. 29. Hyalodiscus simplex. Verschiedene Strukturaspekte des Ektoplasmas der 

Amébe. Oben: Fast homogener, kontrastarmer Aspekt. Unten: Kontrastreicherer, 

granular-fadiger Aspekt. Mitte: Zwischenstadium? ZM = Zellmembran. Technik s. 
Abb. 12. (Elektronenoptisch: 13.200 : 1, EndvergréRerung: 67.000 : 1.) 
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Endoplasma zumeist in dauernder Bewegung begriffen ist (,.Kérnchen- 
plasma‘). 

Wahrend das Ektoplasma der Amében durch seinen Aufbau ausschlieB- 
lich aus sehr kleinen, granuliren bzw. mehr oder weniger vernetzten fadi- 
gen Strukturen gekennzeichnet ist, fiihrt das Endoplasma zusatzlich 
vesiculare und schlauchférmige Membranstrukturen (vgl. auch 
Wohlfarth-Bottermann 1958, 1959a und b, Schneider und 
Wohlfarth-Bottermann 1959). Diese sind eingelagert in eine 
hyaloplasmatische ,,Matrix™. 

Ein groBer Teil dieser Membranen erweist sich als strukturgleich 
mit der Zellmembran, da in glatten Querschnitten ihr Aufbau aus 
zwei sehr kontrastreichen, scharf begrenzten Schichten und einer transpa- 
renten Mittelschicht offenbar wird. (Dies kann bei Methacrylateinbettungen 
zumeist nicht sicher erkannt werden, tritt aber bei Vestopal-Einbettung 
deutlich zutage.) Dieser zunachst erstaunliche Befund erklart sich zwang- 
los aus der Entstehung dieser Membrankomponenten, die als Wandungen 
der Pinocytose-Blaschen von der Zellmembran im Bereich des endoplas- 
matischen Héckers abgeschniirt werden und im Endoplasma zumeist frag- 
mentieren, zumindest aber stark zusammengedriickt werden. Hierbei wer- 
den sie zu polymorphen, mehr oder weniger abgeflachten Blasen oder nach 
Fragmentierung zu einfachen Lamellen, die im Endoplasma in grofer Zahl 
nachweisbar sind und als charakteristische Struktur dieser Cytoplasma- 
modifikation gelten kénnen. 

Daneben sind im Endoplasma auch ,einfacher strukturierte” 
Membranen vorhanden, wie sie als vesiculire oder schlauchférmige, 
einfach konturierte Membranen im Cytoplasma anderer Zellen gefunden 
werden (,.Endoplasmatisches Retikulum*). Bei Amoeba proteus wurde ihr 
Vorkommen bereits beschrieben (Schneider und Wohlfarth- 
Bottermann 1959). Auch bei Hyalodiscus finden sich im Endoplasma 
vesiculare bzw. schlauchférmige Strukturen, deren Membranen einfach 
konturiert erscheinen (vgl. Abb. 14, 17 und 30). Zum Teil konnten auch 
Bilder erzielt werden, auf denen solche — wohl mit Elementen des Endo- 
plasmatischen Retikulums vergleichbaren — Gebilde mit dem auferen Blatt 
der doppelschichtigen Kernmembran von Hyalodiscus kommunizieren. Zwi- 
schen den beiden beschriebenen Membranstrukturen, den Mitochondrien und 
anderen partikularen Elementen des Endoplasmas findet sich die ,,G r un d- 
substanz~ des Endoplasmas, die strukturell dem Hyalo- 
plasma entspricht. 


Im Endoplasma dieser Amébe existieren also zumindest zwei morpho- 
logisch unterscheidbare Membranstrukturen, namlich 1. die doppel- 


Abb. 30. Hyalodiscus simplex, Oben: Ausschnitt aus dem Ektoplasma der Amobe. 

Beachte den homogenen. kontrastarmen Strukturaspekt (Pfeilmarkierungen) in 

unmittelbarer Umgebung des Pinocytose-Blaschens (PB). — Unten: Ausschnitt aus 

dem Endoplasma mit Mitochondrien (M) und Membranstrukturen (Pfeilmarkierung), 

die nicht Zellwandstruktur besitzen. Technik s. Abb. 12. (Elektronenoptisch: 
13.20: 1, Endvergr6éBerung: 67.500 : 1.) 
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schichtigen Membranen der durch Pinocytose in das Endoplasma 
gelangten Zellmembran und 2. einfach konturierte, oft weniger 
kontrastreiche und daher auch weniger auffallige Membranstrukturen, in 
Form ausgedehnter, schlauchférmiger Elemente, gemeinhin als ,,.Endoplas- 
matisches Retikulum“ bezeichnet. Zur Frage, ob die doppelschichtigen 
Membranen eventuell in die einfacher strukturierten und meist etwas 
kontrastarmeren Membranen iibergehen kénnen, konnten bisher elektronen- 
optisch keine Beweise gefunden werden. In manchen Fallen erscheint es 
schwierig zu entscheiden, ob eine bestimmte Membran zu dieser oder jener 
Gruppe gehort, jedoch kénnte dies dadurch erklart werden, daf bei schra- 
gem Anschnitt der Pinocytose-Membranen ihr charakteristischer mehrschich- 
tiger Aufbau und ihr Kontrastreichtum aus bekannten Griinden nicht zur 
Darstellung kommen kann. Nicht selten findet man aber (wie in Abb. 17 
mit Doppelpfeilmarkierung dargestellt) auch bei deutlich quer geschnitte- 
nen Membranen von Pinocytose-Blaschen einen kontinuierlich abnehmen- 
den Elektronenkontrast, wobei gleichzeitig die Doppelschichtigkeit der 
Membranen immer undeutlicher wird. Es mu daher mit der Méglichkeit 
gerechnet werden, daf die durch Pinocytose ins Endoplasma gelangten 
Zellmembranen hier in einfache cytoplasmatische Membranen mit gleichem 
oder geringerem Elektronenkontrast iibergehen. 

Eine Entstehung .einfach konturierter Membranstrukturen* aus den 
granularen bzw. fadigen Elementen des hyaloplasmatischen Ektoplasmas 
konnte experimentell bereits bewiesen werden (Wohl farth-Botter- 
mann 1959a). Die Schwierigkeiten der Charakterisierung cytoplasmati- 
scher Membranstrukturen sind an dem aus der angelsachsischen Literatur 


iibernommenem Brauch zu erkennen, fast alle cytoplasmatischen Mem- 
branen als Bestandteile des sogenannten ,,.Endoplasmatischen Retikulums* 
aufzufassen, obwohl eine funktionelle Gleichwertigkeit unbewiesen, ja 
sogar a4uferst unwahrscheinlich ist. 


Kern, Mitochondrien und andere partikulire Elemente 


Die Feinstruktur der Kernmembran von Hyalodiscus wurde bereits in 
einer vorangehenden Arbeit (Schneider und Wohlfarth-Botter- 
mann 1959) als einfache Doppelmembran mit ,Siebstruktur“ beschrieben. 
Hier wurde darauf hingewiesen, da die Mitochondrien dieser Amébe als 
charakteristische innere Strukturelemente Tubuli mitochondriales (W oh |- 
farth-Bottermann 1956) enthalten. Sowohl der Kern als auch die 
Mitochondrien finden sich ausschlieBlich im Endoplasma der Amdbe. 

An sonstigen partikularen Elementen sind vor allem die in der voran- 
gehenden Arbeit bereits erwahnten und in fast allen elektronenmikroskopi- 
schen Aufnahmen dieser Studie sichtbaren, sehr kontrastreichen 
Partikel mit einem variierenden Durchmesser von 250 bis 1000 A zu 
diskutieren. Sie finden sich so unregelmafig verteilt in allen Zellbereichen, 
daf zunachst ein starker Verdacht auf eine einfache Verunreinigung der 
Praparate verfolgt wurde. Diese Annahme bewahrheitete sich jedoch nicht. 
Die Partikel wurden immer wieder gefunden, ganz gleich ob die Amében 
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in Methacrylate oder Vestopal eingebettet worden waren. Da man die 
Partikel ebenso im Kern wie in den Mitochondrien, sehr vereinzelt aber 
auch auferhalb der Amébe findet, bleibt vorerst ein Verdacht auf ein Pra- 
parationsartefakt ungeklarter Genese bestehen. Einige Hinweise sprechen 
jedoch dafiir, daf es sich mit einiger Wahrscheinlichkeit nicht um reine 
Kunstprodukte handelt: Abb. 30 (unten) zeigt, daR die fraglichen Partikel 
oft in den Mitochondrien innerhalb klar membranumgrenzter Vakuolen 
liegen. Weiterhin lieBen sich diese merkwiirdigen Gebilde auch bei der 
von Schneider und Wohlfarth-Bottermann (1959) untersuch- 
ten Amoeba proteus nachweisen. Uberhaupt findet man sie auch auf den 
meisten Bildern anderer Autoren, die Amében untersuchten, ohne daft diese 
Autoren auf ihre Bedeutung eingehen. Die Partikel sind auf folgenden 
Bildern anderer Untersucher zu erkennen: Pappas 1956a, Bild 1 (im 
Kern von Amoeba proteus); Pappas 1956b, Bild 1 und 4 (im Kern und 
im Cytoplasma von Amoeba proteus); Greider, Kostir und Frajola 
1956, Bild 1 und 3 (im Cytoplasma von Amoeba proteus); Pappas und 
Brandt 1958, Bild 2 und 3 (im Cytoplasma und in einem Mitochondrium 
von Pelomyxa carolinensis). Cohen (1957) beschreibt sie als foamy 
particles“: ,,.The smallest of these particles are notably concentrated in the 
nucleoli. In the cytoplasm the particles vary greatly in size and are found 
in or surrounding certain cytoplasmic vacuoles. They have been seen 
everywhere in the cell, but never outside* (Cohen 1957). Es ist demnach 
doch sehr unwahrscheinlich, da diese merkwiirdigen partikularen Elemente 
ein reines Praparationsartefakt darstellen, denn man kann kaum unter- 
stellen, daf{ verschiedene Untersucher mit Hilfe verschiedener Praparations- 
methoden an verschiedenen Amodben immer die gleichen Kunstprodukte 
erzeugt haben sollten. Es erscheint viel mehr gerechtfertigt anzunehmen, 
daft diese Partikel in irgendeiner bestimmten Beziehung zur Biologie der 
Améobe stehen. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden sie auch 
nach Permanganat-Fixation gefunden. Weitere vergleichende Untersuchun- 
gen an Hyalodiscus iiber den Einflu® verschiedener Fixierungsmitiel auf 
die Feinstruktur des Cytoplasmas, die derzeit durchgefiihrt werden, kénn- 
ten hier weiterfiihren. 

An anderen partikulairen Elementen werden im Endoplasma vereinzelt 
Lipoid-Trépfchen und noch seltener kleine Vakuolen mit rand- 
standigen, kristallahnlichen Gebilden angetroffen. Von 
dem fiir Amoeba proteus von Pappas (1954) aus lichtmikroskopischen 
Untersuchungen beschriebenen partikularen Elementen des Cytoplasmas 
wurden also bei Hyalodiscus die sogenannten ,,a-Granula* (Pappas) mit 
einem Durchmesser von 0,25 « bei elektronenmikroskopischen Untersuchun- 
gen nicht gefunden. Wie bereits Pappas auf Grund von Farbungs- 
reaktionen fand, sind seine .8-Granula~ mit den Mitochondrien identisch. 
Die von Pap pas beschriebenen .,spherical refractive bodies* kommen nach 
diesem Autor nicht bei allen Amében vor. Bei Hyalodiscus konnten sie im 
Rahmen der vorliegenden Untersuchung nicht nachgewiesen werden. 

Hyalodiscus besitzt eine pulsierende Vakuole, deren Feinstruk- 
tur nicht naher beschrieben werden soll, weil dies fiir Pelomyxa carolinen- 

7* 
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sis von Pappas und Brandt (1958) in iiberzeugender Weise geschehen 
ist. Bei Hyalodiscus (in 0,1%iger Knopscher Lésung) ist die Pulsation der 
Vakuole infolge ihrer geringen Pulsationsfrequenz nur schlecht zu beobach- 
ten. Von ihrem Vorhandensein kann man sich jedoch leicht nach Einwirkung 
einer 2.5% Lésung von Athylalkohol in 0,1%iger Knopscher Lésung iiber- 
zeugen. Schwache Konzentrationen von Alkohol bewirken eine bedeutende 
Erhéhung der Pulsationsfrequenz. Die Alkoholeinwirkung ist bis zu einer 
Einwirkungszeit von 30 Minuten mit einer starken Steigerung der gesam- 
ten Bewegungsaktivitat der Amébe verbunden. Bereits Pappas (1954) 
fand eine direkte Abhangigkeit der Pulsationsfrequenz der Vakuole von 
der Aktivitat der Amoébe, was fiir Hyalodiscus bestatigt werden kann. 
Diese Beobachtung kénnte im Lichte der in der vorliegenden Studie ge- 
wonnenen neuen Erkenntnis iiber einen méglichen Zusammenhang von 
Pinocytose und améboider Bewegung bemerkenswert werden. 


Pinocytose 


Als Pinocytose wird nach Le wis (1931) die Aufnahme von Fliissigkeits- 
tropfen in die Zelle definiert. Le wis beschrieb diese Erscheinung zunachst 
an Makrophagen, spiater auch an Sarkomzellen. Inzwischen hat das Elek- 
tronenmikroskop erwiesen, daft pinocytoseahnliche Mechanismen im sub- 
lichtmikroskopischen GréRenordnungsbereich auch bei verschiedenen Zell- 
typen von Saéugern nachgewiesen werden kénnen: Die Zellmembran bildet 
kleine Einstiilpungen ins Innere der Zelle aus, die dann in Form von Blas- 
chen abgetrennt werden. Dieser Mechanismus wird auch ,.Membranfluf” 
genannt und stellt einen wichtigen Permeationsmechanismus dar, da auf 
diesem Wege lIonen, Molekiile und partikulare Elemente in die Zelle ge- 
langen, ohne nach den bisherigen Vorstellungen iiber die Permeation die 
Zellmembran passieren zu miissen (Lit. siehe Wohlfarth-Botter- 
mann 1959 a). 

Mast und Doyle (1934) beschrieben in dieser Zeitschrift erstmalig 
eine Pinocytose bei Amében. Weitere Untersuchungen iiber diesen zell- 
physiologisch wichtigen Vorgang stammen von Holter und Marshall 
(1954) an Chaos chaos, die die Aufnahme fluorochromierter Proteinlésungen 
untersuchten und zu dem Ergebnis kamen, daf eine Amébe in drei Stunden 
etwa ein Drittel des Zellvolumens (!) von einer 1%igen Eiweiflésung auf- 
nehmen kann. Holter und Marshal1 deuteten diesen Befund wohl mehr 
im Sinne einer Nahrungsaufnahme als einer Fliissigkeitsaufnahme. Sie 
fanden keine Hinweise fiir eine Diffusion der Fluorochrome in das Cyto- 
plasma: 

»There was no evidence of diffusion of fluorescent material from the vacuoles 
into the surrounding cytoplasm. ... From these microscopic studies it appeared 
that a considerable amount of protein solution had been ingested. that the protein 
twas dispersed in small vacuoles similar to the normal food vacuoles in Chaos 
chaos, and that detectable amounts of fluorescent material mere still present after 
3 days in vacuoles and perhaps in mitochondria* (Holter und Mars hal| 1954) 8, 


8 Anm. b. d. Korrektur: Spitere autoradiographische Untersuchungen konnten 
zwar zeigen, da®B sich der Inhalt der Pinocytoseblaschen bereits 45 min nach ihrer 
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Brandt (1958) hat dann lichtmikroskopisch die mit der Pinocytose 
verbundenen Gestaltsverainderungen wohl am eingehendsten untersucht 
und kommt zu weiteren Befunden: Der Vorgang der Pinocytose wird ein- 
geleitet durch eine Faltelung des Plasmalemmas, Nach Invagination eines 
»Tunnels“ in das Cytoplasma trennt sich dieser vom Plasmalemma ab und 
zerfallt in kleine ,,Trépfchen*, deren Wandungen, wie die Zellmembran, 
eine positive PAS-Reaktion ergeben. — In den bislang vorliegenden elek- 
tronenmikroskopischen Arbeiten an Amében konnten Pinocytosevorgiange 
nicht sichtbar gemacht werden. 


Die elektronenmikroskopischen Ergebnisse der vorliegenden Studie be- 
statigen die Ergebnisse von Brandt (1958) in bezug auf die Bildung der 
Pinocytose-Blaschen. Diese besitzen zweifellos Zellwandstruktur, die auf 
Grund ihres mindestens dreischichtigen Aufbaues nicht zu verkennen ist. 


Dariiber hinaus ergeben sich aus der elektronenmikroskopischen Unter- 
suchung von Hyalodiscus folgende neue Befunde, die nicht nur fiir den 
Vorgang der Pinocytose von Interesse sind: Die Pinocytose-Blaschen kén- 
nen nach ihrer Bildung und Wanderung ins Endoplasma dort f ra g me n- 
tieren, so daf sich ihr Inhalt mit dem Cytoplasma vermischt. Auch bei 
experimentell vollig unbeeinfluBten Amében kénnen elektronenoptisch 
immer Pinocytose-Blaschen in verschiedenen Bildungsstadien nachgewiesen 
werden. Der Pinocytosevorgang ist daher mit grofer Wahrscheinlichkeit 
keine ,diskontinuierliche Erscheinung“, wie Brandt (1958) und andere 
Autoren annehmen. Zweifellos kann er aber wohl durch die verschiedensten 
Reize verstarkt werden. Es ist zu vermuten, daf die Pinocytose nur dann 
ein solches Ausmafi annimmt, daf sie lichtmikroskopisch zu beobachten ist. 
Aus diesen Befunden folgt, 


1. da durch Pinocytose kontinuierlich eine gewisse Fliissigkeitsmenge 
von der Zelle aufgenommen wird und 


2. daB durch Pinocytose laufend Zellwandmaterial von der Oberflache 
der Zelle in das Endoplasma iiberfiihrt wird und, da der Vorgang der 
Pinocytose bei Hyalodiscus vorwiegend am hinteren Pol der Zelle beobach- 
tet wird, 


3. daB die Zellmembran wihrend der normalen Bewegung von Hyalo- 


discus laufend am hinteren Pol (Endoplasmatischer Hécker) ,,eingeschmol- 
zen” wird. 


Bildung im Cytoplasma homogen verteilt hat, lassen jedoch keine Aussagen dariiber 
zu, auf welche Art die aufgenommene Fliissigkeit und die in ihr gelésten Stoffe in 
das Cytoplasma gelangen (H. Holter, Ann. N. Y. Acad. Sci, 78, 524—537, 1959). 
Die Frage, wie die ,Membranbarriere* der Wandung der Pinocytoseblaschen iiber- 
schritten wird, findet nun im Lichte der elektronenmikroskopischen Befunde eine 
einfache Erkliarung: Zumindest ein Teil der gebildeten Pinocytoseblaschen frag- 
mentieren, so da® sich ihr Inhalt einfach mit dem Cytoplasma vermischt. Zur Auf- 
nahme von hochmolekularen Substanzen in die Zelle brauchen diese also weder 
abgebaut zu werden, noch mu® sich die Permeabilitéit der Zellmembran ver- 
andern. 





K. E. Wohlfarth-Bottermann 


Amdboide Bewegung 


Die alteren Theorien der améboiden Bewegung sind von de Bruyn 
(1947) in iibersichtlicher Form zusammengesiellt und kritisch bewertet wor- 
den. Aus diesem Referat ergibt sich, wie eng die zu verschiedenen Zeiten 
vorherrschenden Auffassungen iiber den Mechanismus dieses wichtigen 
biologischen Phanomens mit den jeweiligen Ansichten iiber die Struktur 
des Cytoplamas verbunden waren. Entsprechend den heutigen Vor- 
stellungen iiber einen reticular-dispersen Aufbau des Cytoplasmas ver- 
suchen die modernen Theorien die améboide Bewegung auf eine K on- 
traktilitat des Cytoplasmas selbst zuriickzufiihren, wobei im 
einzelnen verschiedene Mechanismen vorgeschlagen werden (Dellinger 
1906, Pantin 1923—1925, Mast 1926, 1931, Goldacre 1932, Hof f- 
mann-Berling 1958, Allen und Roslansky 1958), Die letzten 
Autoren weisen auf den spekulativen Charakter aller bisherigen Erkla- 
rungsversuche hin und diskutieren ihre Schwachen im einzelnen. 

Es erscheint verfriiht, schon jetzt auf Grund der hier vorgelegten Ergeb- 
nisse eine Bewertung der verschiedenen Theorien vorzunehmen. Zweifellos 
aber wird das Elektronenmikroskop hierzu in der Lage sein, denn nach 
Kenntnis der Feinstrukturen des Ektoplasmas und Endoplasmas im sub- 
lichtmikroskopischen Bereich besteht nun die Méglichkeit, die Dynamik und 
die damit verbundenen strukturellen Transformationen der beiden wesent- 
lichen Cytoplasmamodifikationen, des Ekto- und Endoplasmas, nach 
definierter, experimenteller Beeinflussung zu verfolgen. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, daf die technischen und 
praparativen Voraussetzungen hierfiir gegeben sind. 

Bereits Pantin (1923—1925) hat auf die besondere Eignung der 
Amében der sogenannten ,,Limax-Gruppe“ zum Studium der améboiden 
Bewegung hingewiesen. Die wegen ihrer Gréfe fiir lichtmikroskopische und 
biochemische Untersuchungen bevorzugten Proteus-Amében sind fiir Fein- 
strukturuntersuchungen zu uniibersichtlichh und daher weit weniger geeig- 
net als z. B. die hier beschriebene Hyalodiscus-Art. Bei Proteus-Amében 
fehlt stellenweise eine lichtmikroskopisch leicht erkennbare Differenzierung 
in Ektoplasma und Endoplasma und infolge der allgemeinen Formvariabi- 
litat, wie sie fiir Proteus-Amoében charakteristisch ist, wird die Orientierung 
und damit die Identifizierung der Cytoplasma-Modifikationen im Elek- 
tronenmikroskop schwieriger und bleibt unsicher. 

Dellinger (1906) hat mit Hilfe einer speziellen Technik durch licht- 
mikroskopische Beobachtung von der Seite bei Amében der Proteus- 
Gruppe festgestellt, da die Bewegungsweise hier mehr eine schreitende 
als eine flieBende oder rollende ist. Bei Hyalodiscus fanden sich bei Anwen- 
dung der gleichen Beobachtungstechnik ebenfalls Hinweise fiir das Vor- 
handensein einer ..Schreitbewegung”. Allerdings kann dies auf Grund der 
geringen Grée von Hyalodiscus nicht so gut sichtbar gemacht werden wie 
bei Amoeba proteus. Die elektronenmikroskopischen Ubersichtsaufnahmen 
von Sagittalschnitten von Hyalodiscus (vgl. Abb. 15, 20 und 23) zeigen in 
Verbindung mit der vorstehend beschriebenen Orientierungstechnik (siehe 
unter ,,.Elektronenmikroskopische Technik“), da ein solcher Bewegungsmo- 
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dus auch in der sogenannten Limax-Gruppe vorkommt. Es erscheint daher 
fraglich, ob man bei der Charakterisierung der Bewegungsart von Hyalo- 
discus simplex von einer ,,flie®enden* oder ,rollenden* Fortbewegung 
sprechen darf, wie das fiir Amében der Limax-Gruppe bislang iiblich war. 
Ohne das von Goldacre (1952) gegebene Modell der améboiden Be- 
wegung (Faltung und Entfaltung von Proteinmolekiilen) zu diskutieren 
oder gar stiitzen zu wollen, sei darauf hingewiesen, daB mit dem Nachweis 
der Pinocytose als kontinuierlichhem Vorgang und der damit verbundenen, 
elektronenmikroskopisch nachweisbaren, laufenden Einschmelzung von 
Zellwandmaterial am hinteren Pol der Zelle die von Gol dacre geforderte 
Neubildung von Zellmembranmaterial am vorderen Pol 
der Zelle als sehr wahrscheinlich angesehen werden muf. Es bleibt weiteren 
Untersuchungen vorbehalten zu klaren, ob ein hieraus abzuleitender Trans- 
formationszyklus ,Ektoplasma — Zellmembran — Endoplasma — Ekto- 
plasma“ in quantitativer Hinsicht fiir den Bewegungsmechanismus von 
Bedeutung sein kann oder neben dem jin der Literatur bisher ausschlieBlich 
diskutierten Zyklus ,Ektoplasma — Endoplasma — Ektoplasma* nur eine 
untergeordnete Rolle spielt. Da die fiir die améboide Bewegung auf jeden 
Fall wichtige Endoplasma = Ektoplasma-Transformation in beiden Rich- 
tungen jeweils durch Sulfat- bzw. Rhodanid-lIonen experimentell erzwun- 
gen und bei Hyalodiscus elektronenoptisch analysiert werden kann 
(Wohlfarth-Bottermann 1959a), stehen einer Analyse dieser 
Frage und wohl auch einer allgemeinen Untersuchung der mit der améboi- 
den Bewegung verbundenen, sublichtmikroskopischen Strukturtransforma- 
tionen in der Zelle keine Hindernisse mehr im Wege, wenn die elektronen- 
mikroskopische Analyse mit vorangehenden, sinnreichen, experimentellen 
Eingriffen kombiniert wird. Diese sind in reichem Mafe in der Alteren, 
lichtmikroskopischen Literatur der Protoplasmaforschung vorgezeichnet. 


Zusammenfassung und Ergebnisse 


1. Es wird auf Grund licht- und elektronenmikroskopischer Untersuchun- 
gen eine neue Amodbenart der Gattung Hyalodiscus (H. simplex n. sp.) be- 
schrieben. 

2. Ein spezielles Ziel-Praparationsverfahren fiir elektronenmikroskopi- 
sche Untersuchungen erméglichte die Fixierung, Entwasserung, Einbettung 
und das Schneiden der AmGében ,,in sit u*. Dies Verfahren gestattet gleich- 
zeitig eine exakte und beliebig wahlbare Schnittorientierung und die ge- 
zielte Auswahl einzelner Zellen aus Mischkulturen von Protisten. 

3. Die Zellmembran der Amében (Amoeba proteus und Hyalodiscus 
simplex) ist im Gegensatz zu bisherigen Befunden mindestens drei- 
schichtig: Die innere Membran besteht aus zwei elektronenkontrastreichen 
AuRenschichten (mit Folientextur), die durch eine transparente Mittelschicht 
getrennt werden. Nach aufen schlieft sich eine diffuse, sehr elektronen- 
kontrastarme dritte Schicht an, in der regelmafig feine Harchen inserieren. 

4. Die Zelloberflaiche von Amoeba proteus und Hyalodiscus ist weitaus 
groéRer als bisher angenommen. Sie lat sich lichtoptisch auch nicht an- 
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nahernd verlaflich abschatzen, da hier zahlreiche, sublichtmikroskopische 
Pseudopodien der Beobachtung entgehen. 

5. Durch Pinocytose wird bei Hyalodiscus im hinteren Pol der Zelle 
laufend Zellwandmaterial ins Endoplasma_ eingeschmolzen. Hierdurch 
wurde indirekt der Beweis gefiihrt, daft gleichzeitig dauernd neue Zellwand 
gebildet werden muf und zwar in entsprechendem Umfange. 


6. Die Feinstruktur des Ektoplasmas wie auch aller anderen Zellbestand- 
teile ist elektronenoptisch nach Vestopal-Einbettung bedeutend besser dar- 
zustellen als nach Einbettung der Objekte in die bislang gebrauchlichen 
Methacrylate. 

7. Die bessere elektronenmikroskopische Darstellung von Zellstrukturen 
im Diinnschnitt von Vestopal-Einbettungen im Vergleich zu Methacrylat- 
Einbettungen kann nicht nur durch den geringeren Massenverlust des 
Vestopals unter Elektronenbestrahlung erklart werden, sondern beruht zum 
Teil auch auf einer geringeren Massendichte des Polyesters Vestopal W im 
Vergleich zu Methacrylaten. Daraus resultiert eine vergleichsweise bessere 
Durchstrahlbarkeit im Elektronenmikroskop. 

8. Das Ektoplasma (..Hyaloplasma*) der Amébe besteht nach Osmium- 
tetroxyd-Kaliumbichromat-Fixierung und Kaliumpermanganat-Fixierung 
aus an der Grenze der elektronenoptischen Auflésung liegenden, anschei- 
nend vernetzten, fadigen Elementen. Die Dimensionen dieser 
Elemente variieren in Abhangigkeit von der jeweils vorgenommenen Fixie- 
rung. 

9. Das Endoplasma (..K6rnchenplasma“) der Amobe ist in seiner Fein- 
struktur charakterisiert durch Membranstrukturen, die zu einem 
groBen Teil strukturgleich mit der Zellmembran sind und aus dieser un- 
mittelbar durch den Vorgang der Pinocytose entstehen. Daneben lassen sich 
Membransirukturen nachweisen, die in bezug auf ihre Gestalt etwa mit 
Elementen vergleichbar sind, die bei anderen Zellen als ,.Endoplasmatisches 
Retikulum* bezeichnet werden. 

10. Die Pinocytose ist bei Hyalodiscus ein mehr oder weniger k o nt i- 
nuierlicher Vorgang, bei dem laufend Fliissigkeit und Zellwand- 
material ins Endoplasma aufgenommen wird, ohne daf hierzu eine beson- 
dere stoffliche Induktion (etwa in Form von Proteinlésungen) erforderlich 
ware. 

11. Elektronenoptisch wurde der Nachweis gefiihrt, daft Pinocytose- 
Blaschen im Ekto- oder Endoplasma fragmentieren kénnen. Die durch 
Pinocytose in die Zelle aufgenommene Fliissigkeit kann sich daher im 
Cytoplasma verteilen. 

12. Der jetzige Stand der Feinstrukturanalyse der Amében JaBi elek- 
tronenmikroskopische Beitrage zum Mechanismus der améboiden Bewegung 
erwarten, da die Modifikationen des Plasmasols und des Plasmagels ein- 
deutig unterschieden werden kénnen und im Hyaloplasma Korrelationen 
zwischen seiner Feinstruktur einerseits und seiner dynamischen Aktivitat 
und Viskositat andererseits nachweisbar sind. 

13. Die Zellmembran ist zumindest zum Teil in den mit der améboiden 
Bewegung verbundenen cytoplasmatischen Transformationszyklus einge- 
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schaltet: Da am hinteren Pol der Zelle laufend Zellmembranmaterial ein- 
geschmolzen wird, muf in gleichem Ausmafe (wahrscheinlich am vorderen 
Pol) neue Zellwand gebildet werden. 

14. Die Fortbewegung von Hyalodiscus simplex stellt eher eine sc hrei- 
tende als eine flieRende oder rollende Bewegungsweise dar, da die Zell- 
membran der Ventralseite der Amébe weder im Bereich des endoplasmati- 
schen Héckers noch im Bereich des hyaloplasmatischen Lappens grofflachi- 
gen Kontakt mit der Unterlage besitzt. Nur sehr kleine, lichtmikroskopisch 
zumeist nicht sichtbare Pseudopodien besitzen Kontakt mit der Unterlage. 
Eine ,Schreitbewegung* im Sinne von Dellinger (1906) kommt also 
auch bei Amében der Limax-Gruppe vor. 
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Einleitung 


Das Problem der auferen Plasmahautschichte wurde schon lange von 
verschiedenen Gesichtspunkten aus untersucht und erédrtert. W. Seif riz’ 
Schiilerin J. Plowe (1931 a, b), die zum erstenmal die iuRere Plasmahaut 
als Plasmalemma bezeichnete, konnte mit ihren mikrochirurgischen Ver- 
suchen wesentlich zur Kenntnis dieser beitragen und beweisen, da das 
Plasmalemma vom Binnenplasma substantiell verschieden ist. AuBerdem 
stellte sie fest: ,,. The plasmalemma is protective in function.“ Diese Schutz- 
wirkung liefen auch spiitere Versuche vermuten und sie wird heute wohl 
als gesichert angesehen. In den letzten 10 Jahren trat dann das Plasmahaut- 
schichtenproblem in den Vordergrund und man versuchte eine Kennzeich- 
nung des Plasmalemmas verschiedener Zellsorten vom Standpunkt der 
protoplasmatischen Pflanzenanatomie und der vergleichenden Protoplas- 
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matik zu erreichen. Es wurde vor allem das Verhalten von Einzel- und 
Gewebszellen von Algen, Moosen und Bliitenpflanzen gegeniiber verschie- 
denen chemischen Agenzien gepriift, wobei die zu untersuchenden Objekte 
in konzentrationsgestuften Versuchsreihen beobachtet wurden (Biebl 
1947 a, b, 1949, 1950 a, b, 1953, und Rossi-Pillhofer 1954, Url 1955, 
1956, Schindler und Riicker 1957, Url 1959). Bei den meisten dieser 
Arbeiten handelt es sich um reine Resistenzuntersuchungen. 

Andrerseits wurde aber das Verhalten der einzelnen Objekte der Aus- 
bildung des Plasmalemmas und seiner Schutzwirkung zugeschrieben. Wih- 
rend K. Héfler (1951) meint, da& die Widerstandsfihigkeit verschiedener 
Zellen gegen einen Stoff zweierlei Ursachen haben kann — niamlich ent- 
weder ist das Plasmalemma fiir ihn undurdhlassig oder es ist das Plasma 
selbst resistent —, so vertreten Biebl und Rossi-Pillhofer (1954) 
die Ansicht, da& die Undurchlassigkeit des Plasmalemmas nicht von vorn- 
herein gegeben sein muff, sondern daf sich auf der Oberflache des Plasmas 
unter Einwirkung einer héheren Salzkonzentration eine ,,Schutzschichte* 
bildet, die ein Eindringen des Salzes in das Plasma verhindert. 

Weiters folgten Arbeiten von U rl (1955, 1956, 1959), die sich neben der 
Ermittlung der Resistenzgrenzen auch mit der Ausbildung des Plasma- 
lemmas befassen. 

In der vorliegenden Arbeit soll mit vergleichender, protoplasmatischer 
Zielsetzung der Versuch unternommen werden, durch Vorbehandlung ver- 
schiedener Zellen mit Aluminiumnitrat Unterschiede in der Ausbildung der 
aiuReren Plasmaschichte zu erfassen. 

Fiir die Kennzeichnung verschiedener Plasmalemmaarten schien das 
Aluminiumnitrat besonders geeignet, da ausfiihrliche Arbeiten zeigten, daB 
dieses Salz in erster Linie auf die aufere Plasmaschichte verandernd wirkt. 
Eine verfestigende Wirkung war schon lange beobachtet worden, doch 
wurde sie verschiedenen Ursachen zugeschrieben. 


Fluri (1909) fand, daf® sich mit Al-Salzen vorbehandelte Zellen nicht plas- 
molysieren lassen. Er erklarte dies dadurch, daf unter dem Einflu® des Aluminiums 
die Zellen fiir die bei der Plasmolyse verwendeten Stoffe permeabel werden; die 
plasmolytischen Agenzien treten in den Protoplasten iiber und vermégen keine 
Kontraktion hervorzurufen. Diese Auffassung wurde aber bald widerlegt. Sziics 
(1919) beobachtete namlich, daf sich mit dem Verlust der Plasmolysierbarkeit meist 
auch eine Erschwerung der Verlagerungsfahigkeit der Chloroplaste bei Zentrifu- 
gierung einstellt. Er nimmt daher eine Viskositatserhéhung als Ursache beider Er- 
scheinungen an. Scarth (1923) vertritt hingegen die Ansicht, da® die Al-Salze 
eine Adhiasionserhéhung des Protoplasmas an der Zellwand — auf Grund der 
dreiwertigen Kationen — hervorrufen und sich dies bei Plasmolyseversuchen als 
Unplasmolysierbarkeit auswirkt. 

F. Weber (1924, 1932) konnte die Al-Wirkung weiter klaren. Er beobachtete bei 
seinen Kurzversuchen an Spirogyren, daf bei Al-Vorbehandlung nicht das ganze 
Plasma erstarrt, sondern daf geringe Salzmengen zundchst nur in die Plasma- 
auRenschichte dringen und erst spater ins Binnenplasma gelangen. Daf das Al-Salz 
tatsichlich zundchst nur die auRere Plasmaschichte verfestigt, hat auch MiBbach 
(1928) gezeigt. Auch Pringsheim (1924) konnte ahnliche Beobachtungen an 
Rhoeo discolor machen. F. Weber hat auferdem gezeigt, da schon nach ganz 
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kurzer Einwirkung geringer Al-Salzkonzentrationen (0.1%) die Zellen bei nach- 
folgender Plasmolyse mit stark konkaven Formen, mit .,.Krampfplasmolysen“, 
reagieren und diese auch dauernd beibehalten. 

Neuerdings untersuchte K. Héfler (1957) die Al-Wirkung an Algenzellen vom 
Standpunkt der vergleichenden Protoplasmatik. Bei einer Wiederholung der 
Weberschen Kurzversuche beobachtete er, daf sich nicht alle untersuchten Algen 
gegeniiber Al-Nitrat gleich verhalten. So waren Spirogyren wesentlich empfindlicher 
als die untersuchten Zygnemen, die entweder gar nicht oder nur andeutungsweise 
reagierten. Eine Spirogyra aus dem Ramsauer Hochmoor zeigte aber ebenfalls nur 
eine geringe Empfindlichkeit. K. H6fler deutet seine Beobachtungen so, daf das 
unterschiedliche Verhalten auf eine differente Plasmalemmaausbildung zuriickzu- 
fiihren sei. Eine hohe Resistenz gegen Al-Nitrat sei daher aus einem entsprechend 
kraftigen Plasmalemma zu erkliren. 


Die Beobachtung, daf mit der Erstarrung der aufersten Plasmaschichte 
durch Al-Nitratvorbehandlung eine Veranderung des Plasmolyse f orm - 
Verhaltens verbunden ist, gab die Grundlage fiir diese Arbeit. Ich habe 
vor allem zeit- und konzentrationsgestaffelte Versuchsreihen durchgefiihrt, 
es wurden aber dabei die Grenzen viel weiter gezogen als bei meinen Vor- 
gangern. 

Bei den meisten der gepriiften Zellobjekte konnte je nach der Einwir- 
kungsdauer bzw. nach der Konzentration der Al-Nitratlésungen deutliche 
Unterschiede in der Plasmolyseform verfolgt werden. Diese Unterschiede 
waren iiber mehrere Gréfenordnungen verteilt und die Lage ihrer Schwel- 
len sehr ungleich. 


I. Material und Methodik 


Das Material bestand aus verschiedenen Fadenalgen (Spirogyren, 
Mougeotien, Zygnemen, Oedogonien), einigen einzelligen Desmidiaceen und 
verschiedenen Gewebszellen einiger Bliitenpflanzen. 

Die zu untersuchenden Objekte wurden in Al-Nitrat von abgestufter 
Konzentration — je nach ihrer Empfindlichkeit von 0,5 bis 0,000001 mol — 
gebracht. Die Herstellung der Lésungen erfolgte unter Beriicksichtigung 
der 9 mol Kristallwasser; eine 1,0 molare Al-Nitratlésung entspricht daher 
einer solchen von 37,5%. 

Die Dauer der Vorbehandlung war nach dem Material verschieden. Bei 
Kurzzeitversuchen bis zu einer Minute wurden die Objekte in einem grofen 
Tropfen der jeweiligen Al-Nitratlésung, nach vorausgegangenem Aus- 
waschen in derselben Konzenitration, eingelegt und darauf in das Plasmo- 
lytikum iibertragen. Bei langerer Einwirkungszeit wurden sie in kleine 
Substanzréhrchen von ca. 3cm3 Inhalt in die verschiedenen Salzlésungen 
gebracht und leicht verschlossen. Diese Réhrchen wurden in einen mit 
Léchern versehenen Plexiglaskastchendeckel gesteckt. Der untere Teil des 
Kastchens besitzt an den Schmalseiten ebenfalls Bohrungen, die mit Schlau- 
chen in Verbindung stehen und so einen Zu- bzw. Abfluf bilden. Wahrend 
eines Versuchs wurde dieses Kastchen an die Wasserleitung angeschlossen, 
so da die Objekte stets kiihl gehalten werden konnten. Auf diese Weise 
war das Material viel langer lebensfahig. 

Die Beobachtung des Aluminiumeinflusses erfolgte in zeit- und kon- 
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zentrationsgestaffelten Versuchsreihen bis zum voélligen Abster- 
ben der Zellen. Die Kontrolle wurde jeweils in destilliertem Wasser gehal- 
ten. 

Als Lebensreaktionen diente die Plasmolyse in Traubenzuckerlésungen 
verschiedener Molaritat. Bei vélliger Unplasmolysierbarkeit — die relativ 
sehr selten eintrat — wurde die Lebensfahigkeit nur rein visuell bestimmt 
(Farbung der Chloroplaste, Konturierung der Kerne, Brownsche Molekular- 
bewegung kleiner Inhaltskérper, Plasmastrémung u. dgl.). 


An fruchtendem Material lag nur Spirogyra varians aus Moosbrunn (vgl. I. 
Lenk 1954) vor. Alle iibrigen Versuchsalgen standen nur steril zur Verfiigung 
und wurden daher, um sie naher bezeichnen zu kénnen, mit rémischen Ziffern ge- 
kennzeichnet. 

Die verwendeten Algen waren: 

Spirogyra I, aus einem Ziegelteich am Wienerberg. 124—130 u lang, 33,8 u breit, 
einbindriges, lockeres Chromatophorenband mit 3 Windungen, spindeliger Kern. 

Spirogyra II, Umgebung des Neusiedlersees, beim Ziehbrunnen gegeniiber dem 
Illmitzerhof. 135—163 u lang, 28. breit, einbandriger, locker gewundener Chro- 
matophor mit 5 bis 6 Windungen, runder Kern. 

Spirogyra III, Umgebung des Neusiedlersees, Unterer Stinker. 234—248—275 u 
lang, 26 breit, einbindrig, 4—6 Chromatophorenwindungen, runder Kern. 

Spirogyra IV=Spirogyra varians, Moosbrunn, Kotlies. 65—119 4 lang, 33,8 u 
breit, einbandrig, 3—4—5 Chromatophorenwindungen, runder Kern. 

Spirogyra V = Spirogyra RMK, Ramsauer Hochmoor. 169—187 uw lang, 39 u breit, 
weitgewickelter, einbindriger Chromatophor mit 4 bis 5 Windungen, rundlicher 
Kern. 

Mougeotia I, Laxenburger Teich, unter der kiinstlichen Ruine. 78—111 u lang, 
23,4 u breit. 

Mougeotia II, Stockerau. 80—91 uw lang, 26. breit. 

Mougeotia III, Moosbrunn, Jesuitenmiihle. 163—169 u lang, 26 u breit. 

Zygnema I, Umgebung des Neusiedlersees. (33)—44—46 u lang, 39 u breit. 

Zygnema II, Moosbrunn, Jesuitenmiihle. 39—44—51 u lang, 23,4 breit. 

Zygnema III, Ramsauer Torfmoor. 119—153 lang, 26 u breit. 

Oedogonium I, Ramsauer Torfmoor. 11—132 u lang, 18,2 u breit. 

Oedogonium II, Ramsauer Hochmoor. 107—153 u lang, 16,9 « breit. 

Oedogonium III, Kalthausbecken des Institutes. 38—65 u lang, 22,1 u breit. 

Oedogonium IV, Weingarten des Bisambergs. 33—35 uv lang, 19 « breit. 


II. Versuche 


Je nach der Einwirkungszeit bzw. je nach der Konzentration der Al- 
Salzlésungen kann man verschiedene Stufen der Beeinflussung unterscheiden, 
die sich in Veranderungen der Plasmolyseform in Traubenzuckerlésungen 
— von schwacher Konkavplasmolyse bis zur totalen Schadigung — aufern. 
Der unterschiedliche Grad des Aluminiumeinflusses wurde mit folgenden 
Zeichen in den Tabellen dargestel!t: 


— = Kein Einflu8 des Al-Nitrats zu beobachten. Vollkommen normale Plasmo- 
lyseformen in Traubenzuckerlésungen (Abb. 1). 

. = Schwacher EinfluB des Al-Nitrats, der nur zu Beginn der Traubenzucker- 
plasmolyse in Form eines geraden Abhebens des Protoplasten von den Zell- 
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querwanden zu beobachten war. Nach einigen Minuten tritt aber Abrunden 
des Protoplasten zu einer normalen Plasmolyseform ein. Die Deplasmo- 
lyse erfolgt stets noch ohne Schadigung (Abb. 2). 

.. = Starker Einflu@ in Form einer Krampfplasmolyse oder einer Unplasmo- 
lysierbarkeit, der aber auch nach langerer Einwirkungszeit des Plasmolyti- 
kums nicht aufgehoben wird (Abb. 3). 

..+ = Wie vorhin, nur vereinzelt schon Auftreten von Schadigungen. 

+ = Etwa die Halfte der Zellen verhalt sich bei der Plasmolyse nekrotisch oder 

stirbt bei der Deplasmolyse ab. 
++ = Weit iiber die Halfte der Zellen ist nekrotisch oder stirbt wihrend der De- 
plasmolyse ab. 


++ = Alle Zellen sind durchwegs irreversibel geschadigt bzw. abgestorben. 


a) Conjugatae (Zygnemales) 
Spirogyra 


Die Spirogyren waren die einzigen der untersuchten Algen, die eine 
ausgesprochene Krampfplasmolyse in Traubenzuckerlésungen schon nach 
kurzer Aluminiumnitrat-Vorbehandlung zeigten. 

Spirogyra V/RMK war in einer 0,1 molaren Al(NOs)3-Lésung plasmo- 
lysierbar. Dabei kommt es zu unregelmafigen, welligen Formen, die bei 
nicht allzulanger Dauer noch deplasmolysierbar sind. Fiir alle iibrigen 
Spirogyren war diese Konzentration hypotonisch. In einer 0,25 molaren 
Lésung zieht sich der Protoplast zwar noch zuriick, die Zellen sterben aber 
teils als Folge des zu starken Plasmolytikums, teils durch die stark schadi- 
gende Wirkung des Al-Nitrats ab. 

Besprechung der Tabellen: Die Resultate der Versuche mit 
AI(NO,),-Vorbehandlung und darauffolgender Traubenzuckerplasmolyse 
sollen an Hand der Tabellen besprochen werden. 

Bei einem Vergleich der Versuchsergebnisse kann man feststellen, daB 
auBer Spirogyra V/RMK (Tab. 5), alle iibrigen Spriogyren keine grofe 
Widerstandsfahigkeit besitzen. So reagieren Spirogyra I (Tab. 1), Spiro- 
gyra II (Tab. 2), Spirogyra III (Tab. 3) und Spirogyra varians (Tab. 4) auf 
eine Vorbehandlung mit 0,05 molarer Al-Nitrat-Lésung fiir nur eine Se- 
kunde schon mit einem vollstaindigen Absterben der Zellen wahrend der 
darauffolgenden Plasmolyse. 

In den Konzenirationen von 0,01 bis 0,0001 mol zeigt sich die Schadigung 
bei Spirogyra I, II, III und bei Spirogyra varians als eine Zeitreaktion, So 
kann man ein stufenférmiges Absterben verfolgen. Allerdings weichen die 
einzelnen Algen in ihrem Verhalten untereinander etwas ab. Ich beobachtete 
z. B., da&B Spirogyra I in einer 0,0005 molaren Al(NOs3)3-Lésung schon nach 
einer Vorbehandlung von 1 Minute, Spirogyra II und Spirogyra III erst 
nach einer solchen von 10 Minuten und Spirogyra varians erst nach 30 Minu- 
ten wahrend der Plasmolyse in Traubenzuckerlésung abstarb. Die beschrie- 
bene Al-Wirkung an Spirogyra V/RMK beobachiet, ergibt, da sie wesent- 
lich widerstandsfahiger ist, da sie erst nach 3stiindiger Vorbehandlung einen 
geringen Einfluf in Form einer unregelmafigen Plasmolyse zeigt (vgl. K. 


Héfler 1957). 
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Abb. 1. a Spirogyra sp., b Mougeotia sp.. c Zygnema sp. Normale Plasmo- 
lyseform in Traubenzuckerlésungen. 





Abb. 2. a und b Spirogyra-sp., c Mougeotia sp., d Zygnema sp. Schwach ver- 
inderte Plasmolyseform in Traubenzuckerlésungen nach Al-Nitrat-Vor- 
behandlung. In den Tabellen mit . bezeichnet. 


Protoplasma, Bd. LIT/1 
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Interessant ist auch ein Vergleich der Spirogyren bei Vorbehandlung 
mit niedrigen Al(NOs)3s-Konzentrationen. Es zeigt sich namlich, daff nicht 
jede Spirogyra die gleiche Ansprechbarkeit zeigt. Die empfindlichste Alge 
ist zweifellos Spirogyra varians, die noch auf eine 0,000005 molare Kon- 


a 


aan, oC . 


Abb. 3. a und b Spirogyra sp., c Mougeotia sp., d und e Zygnema sp. Stark ver- 
anderte Plasmolyseform in Traubenzuckerlésungen nach Al-Nitrat-Vor- 
behandlung. In den Tabellen mit .. bezeichnet. 


zentration anspricht und darinnen sogar nach 3stiindiger Vorbehandlung 
wahrend der Traubenzuckerplasmolyse abstirbt. Spirogyra I reagiert eben- 
falls stark und deutlich auf diese Konzentration. 

Spirogyra II hat ihre Empfindlichkeitsgrenze bei einer 0.00001 molaren 
und Spirogyra III bei einer 0,00005 molaren Al(NOs)3-Konzentration. Spiro- 
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Tab. 1. Spirogyra sp. I, 21. X. 1957. 


0,0005 0,001 0,005 0,01 





Mol 0,000001 0,000005 0,00001 0,00005 0,0001 





Spirogyra sp. Il, 12, XI. 1952. 


Tab. 2. 
0,001 0,005 





0,00005 0,0001 0,0005 


0,000005 0,00001 





Tab. 3. Spirogyra sp. III, 3. VII. 1958. 


0,0005 0,001 0,005 0,01 





Mol 0,00001 0,00005 0,0001 





1” 
30” 
1’ 


x 


oO 


4. Spirogyra varians IV, 4. XI. 1952 


Tab. 
0,0005 0,001 


0,005 





0,000001 0,000005 0,00001 0,00005 0,0001 
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gyra V/RMK spricht erwartungsgemaf nur auf eine 0,0005 molare Salz- 
lésung an und da erst nach vierstiindiger Vorbehandlung nur ganz schwach. 


Mougeotia 
Eine Plasmolyse mit Al(NOs)3-Lésungen wurde von keiner der drei 
untersuchten Mougeotien vertragen. Behandelt man sie mit einer 0,25 mola- 


Tab. 5. Spirogyra V/RMK, 4. X. 19572. 





Mol 0.0001 0.0005 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 





— Plasm. 


5h 


ren Salzlésung, so kommt es zwar noch zu einem Zuriickziehen des Proto- 
plasten, die Zellen sterben aber noch wahrend der Plasmolyse ab. Eine 
0.1 molare Al-Nitratlésung war hypotonisch. 

Nach Vorbehandlung mit Al-Nitrat und darauffolgender Traubenzucker- 
plasmolyse konnte nie eine ausgesprochene Krampfplasmolyse erzielt wer- 
den. Meist kommt es nur zu mehreren konkaven Einbuchtungen an den 
Zellangswinden und einem geraden Zuriickziehen des Protoplasten von den 
Querwinden. Unplasmolysier- 
te Zellen treten nur dann auf, Tab. 6. Mougeotia sp. I, 23. IX. 1952. 
wenn die Faden schon einen 
starken osmotischen Kollaps Mol | 0,0005 0,001 0,005 0,01 0.05 0,1 
zeigen. Die Algen sind aber 
in diesen Fallen schon irrever- 
sibel geschiidigt. 

Bei den Untersuchungen 
muBie besonders genau auf 
die Beleuchtungsstiirke geach- 
tet werden. Wurden die Mou- 
geotien nimlich lingere Zei mit 
Al-Nitrat vorbehandelt, so daf das Plasma schon teilweise gehirtet war, 
und beim Mikroskopieren die Blende zu weit offen gehalten, so begannen 
sich die Chromatophoren mit ihrer Schmalseite gegen das Licht einzustellen. 
Dabei wird aber das erhartete Plasma in den meisten Fallen zerissen und 
die Zellen sterben ab. Es muB daher stets bei enger Blende gearbeitet wer- 
den und es diirfen nur solche Zellen zur Beobachtung herangezogen werden, 
deren Chromatophor mit der Breitseite senkrecht zum Lichteinfall steht. 








1” 
30” 
1’ 


5 
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Tab. 7. Mougeotia sp. II, 10. XII. 1952. 





0,00001 0,00005 0,0001 0,0005 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 





Tab. 8. Mougeotia sp, III, 25. XII, 1952. 





Mol 0,0001 0,0005 90,001 0,005 0,01 





Tab. 9. Zygnema sp. I, 20. XI. 1952. 





Mol 0,0001 0,0005 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 





Tab. 10. Zygnema sp. II, 22. XI. 1952. 





0,00005 0,0001 0,0005 0,001 0,005 0,01 0,05 
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Besprechung der Tabellen: Wie sich bei einem Vergleich der 
Tabellen zeigt, verhalten sich die Mougeotien nicht gleich gegen Al-Nitrat. 
Die beste Ubereinstimmung zeigen noch Mougeotia I (Tab. 6) und Mougeo- 
tia II (Tab. 7). Beide vertragen noch kurzzeitig eine 0,1 molare Al-Nitrat- 
Lésung. Auferdem sprechen beide auf eine Vorbehandlung von einer Se- 
kunde in keiner Konzentration an. Die Resistenzgrenze verlauft bei beiden 
— bis auf kleine Differenzen — gleich, sie weicht nur in niedrigen Kon- 
zentrationen ab. So ist Mougeotia I nach einer einstiindigen Vorbehandlung 
mit einer 0.0005 molaren Konzentration, bei nachfolgender Traubenzucker- 
plasmolyse, véllig normal plasmolysiert, wahrend diese Einwirkungsdauer 
auf Mougeotia I] schon tédlich wirkt. Letztere spricht auch auf niedrigere 
Salz-Konzentrationen viel starker an als Mougeotia I. 

Mougeotia III (Tab. 8) ist gegen héhere Konzentrationen ausgesprochen 

empfindlich, so da eine Vorbehand- 
Tab. 11. Zygnema sp. Ill, 8. X. 1957. lung mit einer 0,005 molaren Al- 
Nitratlédsung nach 30 Sekunden 
Mol | 0,001 0,005 0.01 0.05 01 schidlich wirkt. Nach Behandlung 
mit 0,001 und 0,0005 molarem Al- 
1” , Salz, kommt es in der Traubenzuk- 
kerlésung zu einem friiheren Ab- 
sterben der Zellen als bei den beiden 
anderen Mougeotien. Auf niedrige 
Konzentrationen reagiert Mouge- 
otia 11] — zumindest bis zu einer Vor- 
behandlungszeit von einer Stunde 

— hingegen nicht. 








+ Zygnema 

” : a H6fle r (1957) konnte zeigen, dah 

die Zygnemen weitaus resistenter als 

die Spirogyren sind. Diese Tatsache ergab sich auch aus meinen Versuchen. 

Die Zygnemen sind in einer 0,23 und 0,1 molaren Al-Nitrat-Lésung 

plasmolysierbar. In ersterer sterben aber bis iiber die Halfte der Zellen bei 

der Deplasmolyse ab, wahrend sie in letzterer fast ohne Verluste deplasma- 
lysieren. 


Nach Al(NOs)3-Vorbehandlung war mit Traubenzucker keine ausgespro- 
chene Krampfplasmolyse zu erzielen. Der Einflu® des Salzes ist meist nur 
fiir kurze Zeit ausgepragt. Bei héheren Konzentrationen von kurzer bzw. 
bei niedrigen von langerer Einwirkungsdauer kommt es nur zu starkeren 
Eckenplasmolysen, die aber erhalten bleiben. 


Besprechung der Tabellen: Auch bei den Zygnemen reagieren 
nicht alle Arten auf die Al-Vorbehandlung gleich. Vor allem besitzt Zy- 
gnema III (Tab. 11) ein starkeres Plasmalemma gegeniiber Zygnema I] 
(Tab. 10). 

Bei allen drei untersuchten Algen werden die unregelmafigen Plasmo- 
lyseformen bis zu einer fiinf Minuten dauernden Vorbehandlung nicht bei- 
behalien, sondern es tritt stets Abrundung ein. 
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Die Ansprechbarkeit auf niedrige Konzentrationen ist ebenfalls von Ob- 
jekt zu Objekt verschieden. Zygnema I spricht erst auf eine einstiindige 
Vorbehandlung mit einer 0,0005 molaren Lésung an, waihrend Zygnema III 
auf eine 0,0005 molare Verdiinnung nach 30 Minuten reagiert. Fiir Zy- 
gnema II ist diese Konzentration schon nach 2 Stunden schadlich. 

Daf die Zygnemen eine Gruppe mit einer derberen Plasmalemmaausbil- 
dung darstellen, beweist ihr Verhalten in den Konzentrationen von 0,1 und 
0,05 Mol. Zygnema I und Zygnema II starben in ersterer nach 3 Minuten 
ab, wahrend in letzterer bei Zygnema I, II und III die Schadigung erst nach 
2 Stunden bzw. nach 10 Minuten oder aber erst nach 4 Stunden eintrat. 

Die vorliegenden Versuche zeigen, daB sowohl unter den einzelnen Algen- 
gruppen als auch innerhalb der Konjugatengattungen deutliche Unter- 
schiede in ihrem Verhalten gegen Al-Nitrat auftreten. 

Betrachtet man zuniachst die Spirogyren, so sind keine artspezifischen 
Unterschiede beziiglich ihrer Plasmalemmaausbildung gegen Al-Nitrat bei 
Spirogyra I, II, III und bei Spirogyra varians zu erkennen. Die Mooralge 
Spirogyra V/RMK zeigt hingegen eine ausgepragte Widerstandsfahigkeit 
(vgl. K. H6fler 1957). 

Die Mougeotien sind schon wesentlich resistenter als die Spirogyren. Nur 
Mougeotia III gleicht ihnen noch in ihrem Verhalten. 

Die untersuchten Arten der Gattung Zygnema werden noch weniger als 
die Mougeotien von der Al-Salzwirkung betroffen. Ein abweichendes Ver- 
halten habe ich an Zygnema III beobachtet, das in 0,001 mol innerhalb der 
in der Tabelle aufgetragenen Zeit tiberhaupt keine Schadigung zeigt. 


b) Oedogonium 


Als einzige Chlorophyceengattung wurden einige Oedogonien zur Unter- 
suchung herangezogen. Leider war auch hier das Material steril und daher 
nicht bestimmbar. 

Die untersuchten Oedogonien erwiesen sich als sehr resistent. Sie lieBen 
sich in einer 0,25 molaren Al-Nitrat-Konzentration durchwegs gut plasmoly- 
sieren. Die Plasmolyseformen sind dabei etwas wellig, aber schon nach 10 
Minuten kommt es zu einem Abrunden der Protoplasten. Die Deplasmolyse 
erfolgte bei schrittweisem Aussiien mit schwacheren Aluminiumsalzlésun- 
gen in jeder Zelle ohne Schadigung. Ahnliche Plasmolyseformen bekommt 
man auch nach Al(NOs)3-Vorbehandlung in Traubenzuckerlésungen, Haufig 
tritt_ bei den Oedogonien eine Unplasmolysierbarkeit der Zellen auf. Es 
kommt aber dabei zu keiner Schadigung. Ubertragt man namlich diese 
Algenfaden wieder in Standcrtwasser, so zeigen sie weiterhin ein normales 
Aussehen. 

Besprechung der Tabellen: Wie aus einem Vergleich der 
Tabellen hervorgeht, stimmen die Versuchsergebnisse der untersuchten 
Oedogonien in auffallender Weise iiberein. So kommt es, bis auf Oedo- 
gonium I (Tab. 12), das in seinem Verhalten in 0,1 und 0,05 Mol abweichi, 
bei Oedogonium II (Tab. 13), Oedogonium IIT (Tab. 14) und Oedogonium IV 
(Tab. 15) zu einem gleichzeitigen Absterben in den verschiedenen Al- 
Nitratkonzentrationen. Die Resistenzgrenze von Oedogonium I enispricht der 
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der iibrigen nur in den Konzentrationen von 0,01 und 0,005 Mol. Oberhalb 
dieser kommt es zu einer friiheren Schadigung durch das Al-Salz. 
Wesentlich und allen gepriiften Oedogonien gemeinsam ist die auf lange 
Zeit anhaltende, starke Beeinflussung durch das Metallsalz und das relativ 
spate Eintreten der tédlichen Schadigung. 
Ein etwas abweichendes Verhalten zeigen die Oedogonien in bezug auf 
ihre Empfindlichkeit gegen- 
Tab. 12. Oedogonium sp. I, 14. X. 1952. iiber schwachen Al-Nitratkon- 
zentrationen. So spricht z. B. 
Oedogonium I auf eine 0,001 
molare Lésung  tiberhaupt 
nicht mehr an, wahrend diese 
fiir die tibrigen Oedogonien 
nach 6stiindiger Vorbehand- 
lung zu einem Absterben 
wihrend der Traubenzucker- 
plasmolyse fiihrt. Als am emp- 
findlichsten erweist sich 
Oedogonium III, das mit ver- 
zogerter Plasmolysezeit auf 
eine 0,0001 molare Lésung an- 
spricht. Auch ist fiir dieses 
Mol | 0,0005 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 | Oedogonium, das aus einer 
Institutskultur unbekannter 
— Plasm. Herkunft stammt, und auch 
_ fiir Oedogonium IV, vom Bi- 
samberg bei Wien, eine 0,0005 
molare Salzkonzentration ir- 
reversibel schidigend, wih- 
rend Oedogonium I und Oedo- 
gonium IT, die dem Ramsauer 
Hoch- bzw. Torfmoor entstam- 
i ed men, darauf noch nicht anspre- 
vans chen. Vielleicht kann man in 
dieser geringen Empfindlich- 
keit der beiden Hochmooralgen eine dem Standort entsprechen derbere 
Plasmalemmaausbildung vermuten. 





Mol 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 0,25 





al : . . Plasm. 


Tab. 13. Oedogonium sp. II, 9. 1X. 1958. 








c) Gewebszellen von Bliitenpflanzen 


Mit dem Verhalten von Gewebszellen gegeniiber dem Einflu8 verschie- 
dener chemischer Agenzien, wie z. B. von Neutral-, Schwermetall- und 
anderen Salzen, Saéuren, Basen u. a. m., hat man sich schon lange beschiaf- 
tigt. (W. Brenner 1920, E. G. Pringsheim 1924, H. Kaho 1933, 
W.S. [ljin 1935, H. Schindler 1938, 1943 u.a.) Aber erst mittels der 
protoplasmatischen Anatomie (F. Weber 1929, L. Reuter 1955) und der 
vergleichenden Protoplasmatik (K. H 6 f ler 1932, 1939) wurden die Ergeb- 
nisse vergleichend behandelt. Dabei zeigten sich Beziehungen der Resistenz 
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des Plasmas zum Alter der Zellen, der Jahreszeit und auch zur Umwelt. 
Die nicht umweltbezogenen Resistenzen* (vgl. R. Bieb1 1949) sind hin- 
gegen sehr verschieden und eignen sich besonders gut zur Unterscheidung 
der einzelnen Plasmaarten. Von diesem Gesichtspunkt aus wurden viele 
Gewebszellen — sowohl von Anthophyten als auch von Moosen — einer 


Tab. 14. Oedogonium sp, III. 28, 1X. 1952. 





Mol | 0,00005 0,0001 0,0005 0,001 0,005 0,01 0,05 0,25 





Plasm. 


Untersuchung unterworfen (R. Bie b1 1947 a, 1947 b, I. P ribik 1947, vgl. 
bei W.! Url 1955, R. Biebl 1949, 1950a, 1950b, K. Héfler 1951, 
R. Biebl und W. Rossi-Pillhofer 1954, W. Url 1956, 1959, 


H. Schindler und W. Riicker 1956). 


Tab. 15. Oedogonium sp. IV. 26. Il. 1952. 





0,0001 0,0005 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 0,25 





Plasm. 


In diesen Arbeiten konnte eine unterschiedliche Resistenz der einzelnen 
Pflanzen gezeigt werden, aber auch verschiedene Widerstandsfahigkeiten 
des Plasmas gegen chemische Agenzien in histologisch verschiedenen Gewe- 
ben einer Pflanze (vgl. R. Bie b| 1947; W. Rossi-Pillhofer 1954). 

Uber die Al-Wirkung liegen blo orientierende Beobachtungen aus der 
Arbeit von M. Fluri (1909) vor. Ich habe daher auch an Gewebszellen 
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Abb. 4. Allium cepa, Innenepidermis der Zwiebelschuppe in 0,7 molarer Trauben- 
zuckerlésung nach 24stiindiger Vorbehandlung in 0,05 molarer Al-Nitratlésung 
plasmolysiert. 


Abb. 5. Allium cepa, Innenepidermis der Zwiebelschuppe. Kontrolle in 0,7 molarer 
Traubenzuckerliésung plasmolysiert. 
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verschiedener Bliitenpflanzen zeit- und konzentrationsgestaffelte Versuche 
mit Al-Nitrat unternommen. 

Fiir die Versuche wurden meist nur Blattoberseitenepidermen verwen- 
det. Das Material muBte ausgewahlt werden, da sich nur solche Zellsorten 
eigneten, die in Traubenzuckerlésungen sogleich eine Konvexplasmolyse 
ergaben oder sich zumindest in kurzer Zeit abzurunden begannen, da sonst 
der Einflu® des Al-Nitrats in der Plasmolyseform nicht erfaBt werden 
konnte. 

Selbst in reinen Salzlésungen liefen sich die untersuchten Objekte kurz- 
fristig plasmolysieren. Dabei treten unregelmaBige, wellige Plasmolyse- 
formen auf, die sich aber meist zu einer konvexen Kontur abrunden, Nach 
kurzer Einwirkungsdauer (ca. 

3 Minuten) kommt auch noch’ Tab. 16. Polygonatum latifolium, Blattober- 
eine Deplasmolyse zustande. seitenepidermis. 24. VI, 1958, 

Wurden die Zellen nach 
der Vorbehandlung mit AIl- 
Nitrat in Traubenzuckerlésun- 
gen iibertragen, so konnte ich 
beobachten, daft vielfach die 
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24n 
4gh 
72h 


Plasmolyse schon bei schwa- — gn 

cherem Plasmolysegrad zum 49h 

Stillstand zu kommen schien  144h 

als in der Kontrolle. Mehr 

oder wenig gut ausgeprigte Tab. 17. Allium cepa, Innenepidermis der 
Krampfplasmolysen waren Zwiebelschuppe. 22. 1. 1957 





aber stets bei allen unter- 
suchten Objekten vorzufinden. 

Besprechung der vee es 
Tabellen: Zur Erklirung 4gh 
der Zeichen siehe Seite 111. = 7an 
96h 
120h 

Die von dieser Familie 144» 
untersuchten’ Objekte waren: 

Polygonatum latifolium, Allium cepa und Aspidistra elatior. Bis auf Allium 
cepa, von der ich die Innenepidermis der Zwiebelschuppe untersuchte, wur- 
den iiberall Blattoberseitenepidermen beobachtet. 

Vergleicht man die Versuchsergebnisse, so findet sich fast keine Uber- 
einstimmung. Am nachsten kommen sich noch Polygonatum latifolium 
(Tab. 16) und Allium cepa (Tab. 17) in ihrem Verhalten, wobei sich die 
Blattoberseitenepidermis von Polygonatum deutlich empfindlicher als die 
Innenepidermiszellen der Zwiebelschuppe erwies. Erstere vertragt namlich 
eine Traubenzuckerplasmolyse nach 24stiindiger Vorbehandlung mit 
0,05 molarer Al-(NO,),-Lésung nicht mehr, wahrend Allium bei gleichen 
Bedingungen zwar mit starker Krampfplasmolyse reagiert, aber noch 
durchaus lebensfahig ist (Abb. 4 und Abb. 5). Ein Vergleich mit der AuRen- 


epidermis der Zwiebelschuppe nach gleicher Behandlung zeigt, da diese 
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Liliaceae 
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nicht so gut ausgepragte negative Plasmolyseorte aufweist (Abb. 6 und 
Abb. 7). Auch in den iibrigen Konzentrationen zeigt Allium eine héhere 
Lebensfahigkeit als Polygonatum. 

Das Plasmalemma von Tulipa hybrida (Tab. 18) ist im Vergleich zu den 
beiden oben besprochenen Objekien auferordentlich resistent und reagiert 


Tab. 18. Tulipa hybrida, Blattoberseitenepidermis. 20, V. 1958. 
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24h Plasm. 
4gh 
72h 
96» 
120h 
144h 
168h 
192h a a a = 
216h ae =i ae 
240h - ++ 4+ 
264h + 


auf die verschieden langen Vorbehandlungen fast immer mit einer Krampf- 

plasmolyse. Eine 192stiindige Einwirkungsdauer der verschiedenen Al- 

Nitrat-Konzentration wirkt — bis hinauf zu 0,05 Mol — noch nicht letal. 

Tulipa besitzt also wohl ein 

Tab. 19. Aspidistra elatior, Blattoberseiten- wesentlich stirkeres Plasma- 

epidermis. 20. V. 1958. lemma als die beiden anderen 
untersuchten Liliaceen. 

Diese Ergebnisse, mit denen 
24h ae toe von Aspidistra elatior (Tab. 19) 
4gh : : : re verglichen, zeigen erst die 
72h : : ; . hohe Widerstandsfiahigkeit des 
96h : , : 2 Plasmalemmas dieser Pflanze. 

120» . . . . Gegen eine 0,1 molare Al- 
144” Nitrat-Lésung sind die Zellen 
ms allerdings recht empfindlich, 
nia denn schon nach 48stiindiger 
poe Vorbehandlung ist die Hilfte 
264h ie at %: <4 der Zellen geschidigt. Die 
aggh as nf “S ie iibrigen Konzentrationen kén- 
312h : 14 . nen bis 216 Stunden einwirken 
336 und die Protoplaste runden 

sich immer noch bei folgender 
Traubenzuckerplasmolyse ab. Nach 13tagiger Vorbehandlung sterben die 
Epidermen in allen Lésungen ab. Zu dieser Zeit waren aber auch schon die 
Kontrollen in destilliertem Wasser nicht mehr voll vital. Man mu® daher 
das plétzliche Absterben der Schnitte den unnatiirlichen Bedingungen zu- 
schreiben und nicht nur der Aluminiumwirkung. 
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Abb. 6. Allium cepa, AuBenepidermis der Zwiebelschuppe. Plasmolyse in 0,7 mola- 
rer Traubenzuckerlésung nach 24stiindiger Vorbehandlung mit 0,05 molarer Al- 
Nitrat-Lésung. 


Abb. 7. Allium cepa. AuBenepidermis der Zwiebelschuppe. Kontrolle in 0,7 molarer 
Traubenzuckerlésung plasmolysiert. 
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Solanaceae 


Von dieser Familie wurden zwei Objekte untersucht, namlich Physalis 
Alkekengi und Solanum nigrum. Auch bei diesen Objekten wurde ein ab- 


Tab. 20. Physalis Alkekengi, Blattoberseitenepidermis. 24, VI. 1958. 
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24n : ’ : eee 
4gh 

72h 

96h 

120 - 

144h Et 

168h ait 


weichendes Verhalten gegeniiber Al-Nitrat beobachtet; dabei erwies sich 
Solanum nigrum (Tab. 21) als widerstandsfahiger. Dies zeigt sich besonders 
in einer Konzentration von 
Tab. 21. Solanum nigruum, Blattoberseiten- 0,05 mol. Die Blattoberseiten- 
epidermis. 8. 1X. 1958. epidermiszellen von Physalis 
(Tab. 20) sterben wihrend 
der Traubenzuckerplasmolyse 
aa song nach 24stiindiger Vorbehand- 
om lung ab, wihrend jene von 
72h ; i Solanum eine 72stiindige Vor- 
96h ; 2 behandlung durchwegs ver- 
120h es i {34 tragen. Diese hohe Wider- 
144h ee 4 standsfahigkeit tritt auch in 
168" se a ie den iibrigen Konzentrationen 
klar zutage. Die Schnitte von 
Solanum zeigen auch keinerlei Ansprechbarkeit auf eine 0,0005 molare Al- 
Nitrat-Verdiinnung, wahrend die Schnitte von Physalis nach 144stiindiger 
Einwirkungszeit dieser Konzentration zur Halfte geschadigt waren. 





Mol 0,0005 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 





Tab. 22. Tussilago Farfara, Blattoberseitenepidermis. 1, VII. 1958. 
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Tab. 23. Adenostyles glabra, Blattoberseitenepidermis. 16, 1X. 1958. 
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Tab. 24. Cirsium erisithales, Blattoberseitenepidermis. 15, 1X. 1958. 
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144h 
168" 


192h 


Compositae 

Ich arbeitete mit Blattepidermen von Tussilago Farfara, Cirsium erisi- 
thales, Bidens tripartita und Adenostyles glabra, 

Die Versuche zeigten, dak 
das Verhalten von Tussilago Tab. 25. Bidens tripartita, Blattoberseitenepi- 
Farfara (Tab. 22) und das von dermis. 10. VII. 1958. 
Adenostyles glabra (Tab. 23) 
sehr ihnlich ist. Auch jenes Mol 0,0005 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 
von Cirsium erisithales (Tab.26) 
stimmt im wesentlichen iiber- 
ein. - 

Tussilago Farfara und 96h 
Adenostyles glabra sind gegen jon 
hodhere Al-Nitrat-Konzentra- — 444n a : 
tionen ziemlich empfindlich, 168» | ee 
wahrend beide gegen niedrige 192" | + +4 
Konzentrationen auf lange Zeit 
hin sehr widerstandsfahig sind. In einer 0,01 und 0,005 molaren Lésung 
liegt fiir beide die Schadigungsgrenze gleich, namlich bei 192 bzw. 
bei 216 Stunden. Die niachstniedrigen Konzentrationen weisen hin- 








24h 
4gh 
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gegen eine kleine Verschiebung der Resistenz zugunsten von Adenostyles 
auf. 

Deutlich verschieden verhielten sich aber beide Versuchspflanzen bei 
kiirzerer Vorbehandlung mit niedrigen Konzentrationen. So zeigt Adeno- 
styles ab einer 0,001 molaren Konzentration bis zu einer Vorbehandlung 
von 48 Stunden iiberhaupt keine veranderte Plasmolyseform, Tussilago hin- 
gegen reagiert in diesen Konzentrationen zur gleichen Zeit mit ausgespro- 

chenen Krampfplasmolysen. 
Tab. 26. Bryonia dioica. Blattoberseitenepi- Tussilago stellte ein ideales 
dermis. 9. IX. 1958, Versuchsobjekt dar, denn hier 
konnte der Ubergang von voll- 
kommen konvexenPlasmolyse- 
“ 5 reas formen des Kontrollschnittes 
pon F =! (Abb. 8) bis zu _— starken 
72h ; bel a Krampfplasmolysen (Abb. 9) 
96h = a wihrend der jeweiligen Ver- 
120h “5 ~ suchsreihe beobachtet werden. 
144 ae Ee In den Konzentrationen 
168h -- . von 0,1 bls 0,01 Mol erfolgt 
192h - - die Schidigung durch das AI- 
a ae oo Nitrat bei Cirsium und Bidens 
I gleichzeitig. In den weiteren 
Tab. 27. Paeonia officinalis, Blattoberseiten- Konzentrationen kommt = 
epidermis. 1. VII. 1958. zu einem geringen Abweichen 
der Schiidigungsgrenze, wobei 
Mol 0,0005 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 diese um jeweils 24 Stunden 
verschoben ist und zwar in 
der Weise. daft Bidens sich als 
a lebensfihiger erweist als Cir- 
aa zs . sium. Auf eine 0,0001 molare 
120 = ; Lésung sprechen beide Objek- 
144h Be . ae te nicht mehr an. 
168h : Wenngleich diese beiden 
192h Ea Kompositen ziemlich ihnlich 
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24h 
4gh 


in ihrem Verhalten gegeniiber 
dem Al-Nitrat sind, so sind sie in keiner Weise mit Tussilago und Adeno- 
stynes vergleichbar. Sie besitzen namlich ein wesentlich starkeres Plasma- 
lemma, was in den Versuchen mit niedrigen Konzentrationen deutlich wird. 
In 0.4 und 0,05 Mol ist das Verhalten aller wie untersuchten Kompositen 
aber ungefahr gleich. 


Cucurbitaceae 


Hier wurde nur die Blattoberseitenepidermis von Bryonia dioica 
(Tab. 26) untersucht. 

Eine etwas geringe Widerstandsfahigkeit war in 0,1, 0,05 und 0,01 Mol 
zu beobachten. So fiihrt jede nach der Konzentration eine Vorbehandlung 
von 24, 48 bzw. 96 Stunden zu irreversiblen Schadigungen. In den Lésungen 





Plasmalemma und Aluminiumsalz-Wirkung 


Abb. 8. Tussilago Farfara, Blattoberseitenepidermis. Kontrollschnitt in 0,8 molarer 
Traubenzuckerlésung plasmolysiert. 


Abb. 9. Tussilago Farfara, Blattoberseitenepidermis. Plasmolyse in 0,8 molarer 
Traubenzuckerlésung nach 24stiindiger Vorbehandlung mit 0,1 molarer Al-Nitrat- 
Lésung. 


Protoplasma, Bd. LII/1 
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von 0,005 und 0,001 Mol zeigt das Plasma von Bryonia eine ziemlich hohe 
Resistenz, da erst eine 240stiindige Einwirkung ein Absierben aller Zellen 
bewirkt. Auf eine 0.0005 molare Verdiinnung sprechen die Epidermiszellen 
nicht an. 


Tab. 28. Hedera helix, Blattoberseitenepidermis. 17, XI. 1958. 
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Ranunculaceae 
Hier wurde ein Objekt untersucht, namlich Paeonia officinalis (Tab. 27). 
Die Blattoberseitenepidermiszellen zeigten eine etwas héhere Wider- 
standsfestigkeit gegen Al-Nitrat-Lésungen von 0,1, 0.05 und 0,01 Mol als die 
Mehrzahl der untersuchten Objekte, in den niedrigeren Konzentrationen 
wiesen sie hingegen nur eine mittlere Resistenz auf. Eine 0,0005 molare 
Lésung hatte keinen Einfluf 
Tab. 29. Orchis latifolia, Blattoberseitenepi- auf die Plasmolyseform. 


dermis. 29. V. 1958. 5 
Araliaceae 





Mol 0,0005 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 


Die Blattoberseitenepider- 
24h - Plasm, mis von Hedera helix (Tab. 28) 





4gh ‘ . a erwies sich als empfindlich. 
7Qh E : ie Nach 75stiindiger Vorbehand- 
96h S Ps a nf lung in den verschiedenen Kon- 
120 . . . . zentrationen — aufer in der 
i44h .- .- .- .- von 0,1 Mol, in der die Zellen 
1 schon nach 24 Stunden abge- 
se storben sind _— treten in jedem 
oath Schnitt irreversible Schidigun- 
o64h a a if iy gen auf. Es erfolgt ein schlag- 
2gg8h os Pp ge artiges Absterben in allen 
319h cS pet Fa Lésungen und kein stufenfér- 
336h 5b. eh. tek oe miges wie bei den iibrigen 
Versuchspflanzen. Die Kon- 
trollschnitte in dest. H,O leben aber durchwegs noch nach 72 Stunden. 


Orchidaceae 


Als Versuchsobjekt diente die Blattoberseitenepidermis von Ordhis lati- 
folia. 

In 0,1 molarer Al-Nitrat-Lésung zeigen die Zellen fast kreisrunde Plas- 
molysekonturen. Die Plasmolyse wird tagelang vertragen. Versucht man 
die Zellen langsam zu deplasmolysieren, so kommt es zwar zu einer voll- 
standigen Riickdehnung des Protoplasten, aber unmittelbar darnach sterben 
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die Zellen ab. Erst nach 5 Tagen ist die Halfte der Zellen wihrend der 
Plasmolyse abgestorben. 

Ordhis latifolia (Tab. 29) hat ein sehr widerstandsfahiges Plasmalemma, 

obwohl der Einflu& des Al-Salzes auf lange Zeit hin, in Form einer Krampf- 
plasmolyse, zutage tritt. Eine 0,05 molare Al-Nitrat-Lésung, die bei der 
Mehrzahl der untersuchten Ob- 
jekte meist maximal 3 Tage Tab. 30. Cyclamen europaeum, Blattunter- 
lang vertragen wird, wirkt bei seitenepidermis. 18. X. 1952. 
Ordhis erst nach 14 Tagen letal. 
Zu dieser Zeit ist auch der Mol 0,0005 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 
Kontrollschnitt in Aqua dest. 
schon stark nekrotisch und 
auch in den iibrigen Al-Kon- 
zentrationen erfolgt das Ab- 
sterben etwa gleich. Wire die 
Lebensdauer der Schnitte nicht 
begrenzt, so kénnten sie viel- 
leicht noch langere Zeit die Al-Einwirkung vertragen. 

In einer 0,0005 molaren Lésung war kein EinfluB des Salzes bei folgen- 
der Traubenzuckerplasmolyse zu beobachten. 


Primulaceae 








Plasm. 


ae 


Ich verwendete die Blattunterseitenepidermis von Cyclamen europaeum 


(Tab. 30). 


Die Zellen zeigten eine schwache bis maRige Plasmalemmaausbildung. 
Eine 0,05 molare Lésung wird noch bis 48 Stunden ohne Schadigung ver- 


Tab. 31. Rhoeo discolor, Blattoberseitenepidermis. 16. VI. 1958. 
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tragen. Nach 5tagiger Einwirkung einer 0,01 molaren Lésung und darauf- 
folgender Traubenzuckerbehandlung waren die Zellen abgestorben. In 
0,005 Mol tritt die Schadigung um 24 Stunden spiater ein. 

Auf starkere Verdiinnungen sprechen die Epidermiszellen nicht mehr an. 
Commelinaceae 

Die rote, anthocyanfiihrende Blattunterseitenepidermis von Rhoeo dis- 
color (Tab. 31) diente hier als Versuchsobjekt. 

g* 
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Die Zellen zeigten eine ausgesprochen starke Plasmalemmaausbildung. 
So kommt es in einer 0,1 molaren Lésung nach 72 Stunden, in einer 
0,05 molaren nach 144 Stunden und in einer 0,01 molaren erst nach 192 Stun- 
den zu totalen Schadigungen. Die folgenden Konzentrationen wirkten un- 
gefahr gleich, d. h. nach 12 Tagen waren die Schnitte nicht mehr lebens- 
fahig. Der Kontrollschnitt lebte noch, zeigte aber Anzeichen der Nekrose. 
Eine Deplasmolyse kommt auch hier nicht mehr zustande; das gleichzeitige 
plétzliche Absterben der mit Al-Nitrat vorbehandelten Schnitte ist daher 
wieder die Folge der langen Versuchsdauer. 

Myrthaceae 
Als widerstandsfahigstes Objekt aller Versuchsreihen erwies sich die 
Blattoberseitenepidermis von 
Tab. 32. Eugenia australis, Blattoberseiten- Eugenia australis (Tab. 32). 
epidermis. 5. III. 1958. In einer 0,1 molaren L6- 
sung bleiben Schidigungen bis 
144 Stunden aus. In einer Ver- 
diinnung von 0,05 Mol sind die 
Zellen bis 240 Stunden lebens- 
fihig. In den Konzentrationen 
7 von 0,01, 0,005 und 0,001 Mol 
96h eh he she ae . : 
oa sterben wieder die vorbehan- 
teak OLS cons delten Schnitte und die Kon- 
168" ; is of i" trollschnitte zur gleichen Zeit 
192h en - aera ab, namlich nach 384 Stunden. 
216h 2 ahs = &: Auf eine 0,0005 molare L6- 
240 - 3 seat ep sung sprechen die Zellen nicht 
264 mehr an. 
288sh 
312h roe aa ik Uberblicken wir die Ver- 
336 me - suche dieses Abschnittes, so er- 
360 gibt sich fiir Hedera helix eine 
384 sehr geringe Resistenz; die 
Zellen haben also wohl ein 
relativ recht zartes Plasmalemma. Eine nur wenig widerstandsfihige 
Plasmalemmaschichte besitzen auch Cyclamen europaeum, Polygonatum 
latifolium, Allium cepa, Physalis Alkekengi, Cirsium erisithales, Bidens 
tripartita, Solanum nigrum und Paeonia officinalis. 

Die Blattoberseitenepidermen von Bryonia dioica, Tulipa hybrida, 
Tussilago Farfara, und Adenostyles glabra konnten hingegen lange Zeit 
der Einwirkung des Al-Salzes Widerstand leisten. 

Ein ausgesprochen starkes Plasmalemma scheint den gepriiften Zellen 
von Rhoeo discolor, Aspidistra elatior, Orchis latifolia und Eugenia austra- 
lis zuzukommen. 

Gegen die versuchte Reihung der Objekte lieBe sich einwenden, da 
sich von vornherein ein ungleich starkes Haftvermégen der Protoplasten den 
Vergleich der Aluminiumwirkung erschweren kénnte. Dem wire entgegen- 
zuhalten, da bei der Auswahl der Versuchszellen nur solche bevorzugt 
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wurden, die, nicht vorbehandelt, eine leichte und baldige Rundung der 
Protoplaste erkennen lassen. 

Meine Versuche mit Gewebszellen von Bliitenpflanzen haben orientie- 
renden Charakter. Inwieweit dkologische Bedingungen an dem ungleichen 
Verhalten beteiligt sind und ob Beziehungen der Plasmalemmastiarke bei 
naheverwandten Arten bestehen, ware daher noch eingehender zu 
priifen. 

Die Ergebnisse meiner orientierenden Vergleichsversuche iiber die Wir- 
kung von Al-Nitrat-Lésungen auf histologisch verschiedene Gewebe einer 
Pflanze, will ich hier noch nicht mitteilen. Es sei nur erwahnt, daf bei 
Gentiana austriaca die Epidermis der Korolle. verglichen mit der von Sten- 
gel und Blatt, wesentlich resistenter ist. An Campanula rapunculoides 
konnte dieses Verhalten aber nicht bestatigt werden. 


lll. Resistenzversuche an Desmidiaceen 


Reine Resistenzversuche liegen zwar nicht im Bereich dieser Arbeit, sie 
waren aber von Interesse, da mit Desmidiaceen grofe Versuchsreihen durch- 
gefiihrt wurden und sich daher die Méglichkeit eines Vergleiches der Wir- 
kung des Al-Nitrates mit der anderer Salze an gleichen Objekten ergab. 

K. Hofler (1951) untersuchte z. B. das Verhalten der Zieralgen gegen 
Soda (Na,CO,) und konnte zeigen, da sie — bis auf einige Ausnahmen — 
eine hohe Resistenz besitzen. Selbst eine tagelange Soda-Plasmolyse wurde 
von manchen Arten ohne letale Schadigung vertragen. 

W. Url (1955) untersuchte die Resistenz der Desmidiaceen in Schwer- 
metallsalzlésungen und fand eine teilweise sehr hohe Resistenz dieser 
Algengruppe gegen Zink-, Mangan-, Vanadin- und Chromsulfat. Gegen 
Kupfer war die Empfindlichkeit allerdings hoch. Meist reichte die Resistenz 
bis in hypertonische Bereiche, besonders bei Mangansulfat. In Chrom- und 
Vanadinsulfat traten auferdem sogenannte .Todeszonen“ auf (vgl, Url 
1955, S. 209). 

H. Schindler und W. Riicker (1956) untersuchten u.a. das Ver- 
halten der Desmidiaceen gegen das Insecticid ,,Systox™. 

Von mir wurden ebenfalls Lebensdauerversuche durchgefiihrt, iiber die 
im folgenden berichtet wird. 


Die untersuchten Algen stammten aus der Ramsau und wurden am Institut 
in Kultur gehalten. Nur Micrasterias rotata wurde von Dr. W. Url im Friihjahr 
1958 in Hirschau bei Liebenau, O.-O., gesammelt und nach Wien gebracht. 


In hypotonischen Al-Nitrat-Konzentrationen war fast kein Einflu& in 
Form einer Schadigung zu beobachten. Hier waren die Algen durchaus 
lebensfahig und boten ein der Kontrolle ahnliches Bild. 

In hypertonischem Bereich war aber eine Schadigung nachweisbar und je 
nach der Starke des als Plasmolytikum wirkenden Al-Nitrats verchieden. So 
waren in einer 1.0 und 0,5 molaren Lésung alle Desmidiaceen nach 
24 Stunden bereits abgestorben. Die Plasmolyse in 0,25 molarer Lésung 
wurde hingegen von einzelnen Algen tagelang vertragen. 
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Da in den niedrigeren Konzentrationen die Algen keine sichtlichen 
Unterschiede in ihrem Verhalten zeigten, und noch nach 17 Tagen in den 
verschiedenen Lésungen lebten, wurde auf eine naihere Untersuchung ver- 
zichtet, zumal die Kontrollen in dest. Wasser ebenso wie die vorbehandelten 
Algen nach langerer Zeit nekrotische Erscheinungen zeigten. An der Kultur 
in den Substanzréhrchen diirfte es nicht gelegen sein, da die im Standorts- 
wasser gehaltenen Proben unter sonst gleichen Bedingungen keinerlei Schadi- 
gungen aufwiesen. 

». Todeszonen™ konnten bei keiner der untersuchten Desmidiaceen in den 
verschiedenen Konzentrationen nachgewiesen werden. Die Al-Salzliésungen 
sind offenbar zu wenig toxisch, um in den niederen Konzentrationen tédlich 
wirken zu kénnen. 

In 0.1 molarem Al-Nitrat kommt es meist nur zu geringen Plasmolysen, 
die aber schon nach 24 Stunden zuriickgehen. Die Versuche bis zum voélligen 
Absterben der Zellen zu fiihren, war nicht méglich, da ungefahr die Halfte 
der Algen bis iiber 14 Tage in dieser Lésung lebensfahig waren. Das Auf- 
treten nekrotischer Erscheinungen konnte man aber nicht mehr allein der 
Wirkung des Al-Nitrats zuschreiben, da ahnliche Symptome in der Kontrolle 
auftraten. Von den Ergebnissen sollen daher nur jene nach 72stiindiger Vor- 
behandlung herausgegriffen werden. Da die Algen zu diesem Zeitpunkt 
nicht mehr plasmolysiert waren, muften sie in eine 0,8 molare Trauben- 
zuckerlésung iibertragen werden. Hierbei zeigten einige Desmidiaceen eine 
mehr oder weniger gut ausgepragte Krampfplasmolyse: so z. B. Closterium 
Dianae (Abb. 10), Closterium striolatum und Tetmemorus granulatus. Auch 
bei Pleurotaenium Ehrenbergii und Pleurotaenium trabeculum kommt es 
zu seitlichen Einbuchtungen. 

Die naheren Versuchsergebnisse sind in Tabelle 33 zusammengefaBt. Als 
empfindlichste Algen erwiesen sich Micrasterias rotata und Netrium digitus, 
die schon nach 72stiindiger Vorbehandlung mit 0,1 molarer Lésung irrever- 
sibel geschidigt sind. Auferdem zeigten Xanthidium armatum und die 
Closterien — mit Ausnahme von Closterium angustatum — eine geringere 
Widerstandsfahigkeit, da nur wenige von ihnen lebensfahig waren. Die 
iibrigen Desmidiaceen sind durchwegs plasmolysierbar. 

Das Fortschreiten der Schadigung durch das Al-Nitrat bis zum voll- 
standigen Absterben der Zieralgen konnte nur in der hypertonischen, 
0.25 molaren Lésung verfolgt werden, da sich nur in dieser die Lebens- 
fahigkeit bis maximal 14 Tage erstreckte, ohne daft in der Kontrolle Nekro- 
sen zu beobachten waren. Obwohl in diesem Falle die Algen einer Dauer- 
plasmolyse ausgesetzt waren, zeigten sie ein ahnliches Verhalten wie in 
hypotonischer Lésung (vgl. Tab. 33 mit Tab. 34). 

In hypertonischer Lésung erwies sich Micrasterias rotata (Abb. 11) als 
empfindlichste Art, da sie schon nach 24 Stunden tot war. Netrium digitus 
stirbt nach 48stiindiger Plasmolyse ab. Reichlich empfindlich sind auch Xanthi- 
dium armatum (Abb. 12) und Closterium didymotocum, die nach 72 Stunden 
nur mehr in toten Exemplaren vorliegen. Closterium striolatum (Abb. 13) 
und Closterium Dianae (Abb. 14) zeigen nach 4 Tagen, Closterium angusta- 
tum erst nach 6 Tagen irreversible Schadigungen. 
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Haufig stirbt bei den Closterien eine Zellhalfte friiher ab als die andere. 
Wahrend der Plasmolyse zerfallt der Protoplast bei Pleurotaenium Ehren- 
bergii oft in mehrere Teilprotoplaste (Abb. 15). 

Eine etwas héhere Resistenz zeigen Staurastrum apiculum (tot nach 
7 Tagen), Tetmemorus granulatus (tot nach 8 Tagen), Pleurotaenium Ehren- 


Tab. 33. Al(NOs)s-Resistenz verschiedener Desmidiaceen in 0,1 molarer Lésung 
nach 72 Stunden. 


Closterium Dianae (J) Micrasterias rotata 
Closterium striolatum (1) Cosmarium contracium 
Closterium didymotocum (1) Xanthidium armatum 
Closterium angustatum 1 Xanthidium antilopaeum 
Pleurotaenium Ehrenbergii Staurastrum Dickiet 
Pleurotaenium trabecula Staurastrum laevispinum 


Desmidium Swartzii 


1 

l 
Tetmemorus granulatus 1 Staurastrum apiculum 

Euastrum oblongum 1 

] 


Euastrum didelta Netrium digitus 


l=lebend, (l)=geschadigt, +=tot. 
Tab. 34. Resistenz verschiedener Desmidiaceen gegen 0,25 molare Al(NOs)s-Lésung 
im Dauerversuch. Zeit in Tagen. 


- 


9 
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Closterium Dianae 
Closterium striolatum 
Closterium didymotocum 
Closterium angustatum 
Pleurotaenium Ehrenbergii 
Pleurotaenium trabecula 
Tetmemorus granulatus 
Euastrum oblongum 


1 
] 
te 
] 
1 
] 
1 
1 
1 


Euastrum didelta 
Micrasterias rotata + 
Cosmarium contractum 
Xanthidium armatum 
Xanthidium antilopaeum 


Staurastrum laevispinum 
Staurastrum apiculum 


] 
1 
1 
Staurastrum Dickie 1 
] 
l 
Desmidium Swartzii 1 

1 


Netrium digitus 


l=lebend, (l)=geschadigt, +=tot. 


bergii (tot nach 8 Tagen), Staurastrum laevispinum und Staurastrum Dickiei 
(beide tot nach 10 Tagen). Ein ausgesprochen starkes Plasmalemma besitzen 
Xanthidium antilopaeum, Cosmarium contractum var. ellipsoideum, Pleu- 
rotaenium trabeculum, Euastrum oblongum und Euastrum didelta; sie sind 
bis zu 13 Tagen lebensfahig. 
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Diese abgestuften Schadigungsgrade zeigen weitgehende Ubereinstim- 
mung mit den von K. Héfler (1951) und W. Url (1955) gewonnenen 
Ergebnissen. 

Auch in hypertonischen Sodalésungen konnie K. Héfler eine tage- 
lange Plasmolyse ohne Schadigung bei mehreren Desmidiaceen erzielen, 


Abb. 14. Closterium Dianae und Cosmarium pachydermum. 72stiindige Plasmolyse 
in 0.25 molarer Al-Nitrat-Lésung. 


so z.B. bei Euastrum oblongum, Cosmarium pseudopyramidatum und 
Penium polymorphum. Als empfindlich erwies sich Closterium lunula, 
Closterium didymotocum und Netrium interruptum, Xanthidium armatum 


Abb. 15. Pleurotaenium Ehrenbergii. Teilprotoplastenbildung wahrend der Plasmo- 
lyse in 0,25 molarer Al-Nitrat-Lésung. 


verhielt sich ahnlich wie in Al-Nitrat-Lésungen. Micrasterias rotata lebte in 
der Sodaplasmolyse noch nach 24 Stunden, wahrend in’Al-Nitrat zu dieser 
Zeit schon alle Individuen abgestorben waren. Desmidium Swartzii erwies 
sich in Al-Nitrat als sehr resistent, wahrend in Natriumcarbonat nach 3 Ta- 
gen nur noch einige lebten. Eine hohe Resistenz dieser Alge gegeniiber 





138 Elisabeth B6hm-Tiichy 


Schwermetallsalzen hat U rl (1955) beobachtet. Resistent waren auch Pleuro- 
taenium truncatum, Euastrum verrucosum, Cosmarium pachydermum und 
Euastrum oblongum. Als besonders empfindlich erwies sich auch hier Clo- 
sterium lunula. 

H. Schindler und W. Riicker (1956) stellten eine niedere Resistenz 
an Tetmemorus granulatus, Netrium digitus und Cosmarium pyramidatum 
fest, wahrend sich Micrasterias denticulata, Staurastrum Dickiei, Desmi- 
dium Swartzii und Pleurotaenium truncatum als sehr widerstandsfahig er- 
wiesen. Bis auf Tetmemorus granulatus, das in Al-Nitrat-Lésungen lange 
lebensfihig blieb, stimmen auch hier die relativen Resistenzunterschiede der 
einzelnen Algen mit den im Al-Salz erhaltenen iiberein. 


IV. Riickblick und Versuch einer mathematischen Auswertung der 
Ergebnisse zur Kennzeichnung verschiedener Plasmaarten 


Mit Ausnahme der Desmidiaceen zeigten alle iibrigen untersuchten Ob- 
jekte die fiir das Aluminiumsalz charakteristische Erscheinung der Ver- 
anderung der auBersten Plasmaschichte, die in der erschwerten Plasmolyse 
in Traubenzuckerlésungen bzw. in der Plasmolyseform zum Ausdruck 
kommt. 

Daf der Widerstand gegen das Eindringen des schadlichen Aluminium- 
salzes in der dufersten Plasmaschichte, also dem Plasmalemma, liegt, wurde 
von G. W. Scarth (1923), F. Weber (1924, 1932) und G. MiBbach 
(1928) bewiesen. Auch M. F luri (1909) beobachtete schon, daf trotz Alu- 
miniumvorbehandlung die Plasmastrémung aufrechterhalten bleibt. Das 
Aluminiumsalz iibt also in bestimmter Verdiinnung keine schadliche Wir- 
kung auf das Mesoplasma aus. So schlo® F. Weber (1932): .Es kommt 
keineswegs — wie Sziics meinte — zu einer hochgradigen Viskositatser- 
héhung des ganzen Cytoplasmas. In diesem Falle miifte ja die Plasmastré- 
mung sistiert oder wenigstens wesentlich verlangsamt werden. Das Fortbe- 
stehen der Plasmastrémung spricht schlieBlich auch fiir die Auffassung, dak 
(zunachst) nicht das Endoplasma, sondern nur die Protoplasmaoberflache 
durch die Aluminiumwirkung eine Verfestigung erfahrt.* 

Auch aus meinen Versuchen JaBt sich schlieBen, daB eine Schadigung der 
Zellen erst bei Ubergreifen des Salzes auf das Mesoplasma eintritt. 

Der jeweilige Grad der Aluminiumwirkung kommt aber erst deutlich 
bei nachfolgender Traubenzuckerplasmolyse zum Ausdruck. Man kann dann 
nach der Plasmolyseform Aussagen machen, wieweit das Al-Salz in das 
Plasma eingedrungen ist, bzw. wie lange das Plasmalemma die schadigende 
Wirkung des Salzes vom Binnenplasma abhalten kann. Die Resistenz 
gegen Aluminiumnitrat ist somit nicht dem ganzen 
Plasma, sondern nur oder doch in erster Linie dem 
Plasmalemma zuzuschreiben. 

Es konnte daher der Versuch unternommen werden, mit Hilfe der erhal- 
tenen Plasmolyseformen vergleichend quantitative Aussagen iiber die Aus- 
bildung der auBersten Plasmaschichte zu machen. 
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Tragt man in einem Koordinatensystem, dessen y-Achse die Konzentra- 
tion, und dessen x-Achse die Zeit dastellt, den Beginn des Al-Einflusses (in 
den Tabellen mit . bezeichnet) auf, so bekommt man fiir die Fadenalgen 
Kurvenbilder, wie sie in Abb. 16 dargestellt sind. Wie aus den Diagrammen 
ersichtlich ist, kann man durchaus annehmen, daf alle Kurven ungefahr die 
gleiche Neigung besitzen, d. h. da der Wert k fiir die Steigung noch 
innerhalb der Fehlergrenzen liegt. Es ist ja auch sehr wahrscheinlich, da® 
die Aluminiumwirkung mit zunehmender Zeit bzw. mit zunehmender Kon- 
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zentration gleichformig — doch fiir jede Alge je nach der Plasmalemma- 
ausbildung verschieden — fortschreitet. Je héher also die Al-Konzentra- 
tion, um so kiirzer mu sie einwirken, um eine sichtbare Wirkung hervor- 
zurufen. Nimmt man daher vereinfachend an, da® k fiir alle Kurven gleich 
ist, so erhalt man parallele Gerade, die sich nur um den Wert d auf der 
y-Achse unterscheiden. Setzt man fiir die Geraden die Forme] 


y=kx-+d 


ein, so kann man fiir jede den Abschnitt d berechnen. 

Je gréBer aber d ist, um so geringer ist die Starke 
des Plasmalemmas. Auf diese Weise bekommt man eine relative 
Ma&fzahl fiir die Plasmalemmastirke, die den reziproken 
Wert vond darstellt. 
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In meiner Darstellung bedeutet: 
y =— log c, x = log t, wobei 
c = Konzentration in Mol, 
t — Zeit, 
k = MafB fiir die Neigung der Geraden, 
d= y, fiir x — 0. 
Dann ist 1/d eine relative Mafzahl der Plasmalemmastarke. 
In dieser Darstellung ergibt sich fiir k der Wert 0.64. Fiir d ergeben sich 
die Werte: 
Spirogyra I : Zygnema I [a=15 
Spirogyra II : Zygnema II :d = 2.0 
Spirogyra III : : Zygnema III :d=0.6 
Spirogyra IV sa =3; Oedogonium I :d=0,7 
Spirogyra V/RMK : ; Oedogonium II :d=—03 
Mougeotia I :ad=—0;7 Oedogonium III : d =1,7 


Mougeotia I] yey e Oedogonium IV :d=0,4 
Mousgeotia III 


Errechnet man fiir jede dieser Algengruppen das Mittel von d, so be- 
kommt man einen Durchschnittswert = D, dessen reziproker Wert die Star- 
ken der Plasmalemmen der gepriiften Gattungen darstellt, namlich: 
Spirogyren: D=3,2; 1/D=0,3 
Mougeotien: D=1,2; 1/JD=08 
Zygnemen:D=1,3; 1/JD=08 
Oedogonien: D=0; 1/D =1,7. 


Aus diesen Werten ist ersichtlich, daf{ unter den Konjugaten die S p ir o- 
gy ren das schwadhste Plasmalemma besitzen und so der Al-Wirkung stark 
ausgesetzt sind. Die Mougeotien und Zy gnemen hingegen sind durch 
ein wesentlich starkeres Plasmalemma ausgezeichnet. Die Griinalge Oedogo- 
nium ist aber in bezug auf die Ausbildung der aufersten Plasmaschichte den 
untersuchten Konjugaten weit iiberlegen. allerdings mit Ausnahme der 
Mooralge Spirogyra V/RMK, deren Plasmalemma dem des Durchschnitts 
der Oedogonien gleichkommt. 


Zusammenfassung 


G. W. Scarth (1923), F. Weber (1924, 1932) und G. MiBbach 
(1928) beobachteten, daff die Wirkung von Aluminium-Salzen vor allem auf 
der Erhartung der aufersten Plasmaschichte beruht. Wie F. Weber zeigte, 
kann nach Vorbehandlung mit Al-Salzen und folgender Plasmolyse diese 
Erhartung in der veranderten Plasmolyseform erfaft werden. Je mehr 
Al-Salz in die Plasmaaufenschichte dringt, um so stairker ist die Krampf- 
plasmolyse. K. Hiéfler (1957) folgerte daher, daf{ die Schutzwirkung 
gegen das Eindringen der Al-Salze in das Plasma dem Plasmalemma zu- 
kommt. Der Zusammenhang zwischen Al-Wirkung und Plasmalemmaausbil- 
dung war die Fragestellung dieser Arbeit. 
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Ich habe in systematisch durchgefiihrten, zeit- und konzentrationsgestaf- 
felten Versuchsreihen das Verhalten einiger Zygnemalen, Oedogonien, Des- 
midiaceen und Gewebszellen untersucht. Die Al-Wirkung erwies sich als 
sehr verschieden. 

Von den Zygnemalen waren die Spirogyren sehr empfindlich. Nur die 
Mooralge Spirogyra V/RMK stellte einen Sonderfall dar, da sie (wie be- 
reits H6fler 1957 zeigte) mit einem wesentlich derberen Plasmalemma 
ausgestattet ist. Die Mougeotien zeigen eine mittlere, die Zy gnemen 
eine starke Ausbildung der schiitzenden tiufersten Plasmaschichte. Die 
Oedogonien sind besonders resistent. 

Auch die untersuchten Bliitenpflanzen reagierten nicht gleich. Es fanden 
sich relativ empfindliche Objekte (Hedera helix) und solche mit maBiger bis 
stirkerer bzw. mit besonders derber Plasmalemmaausbildung (Aspidistra 
elatior, Orchis latifolia, Rhoeo discolor und Eugenia australis). 

An den Desmidiaceen wurden Resistenzversuche mit Al-Nitrat durchge- 
fiihrt. Auch sie zeigten ein unterschiedliches Verhalten der einzelnen Arten. 
Als recht empfindlich erwiesen sich Micrasterias rotata, Netrium digitus und 
Xanthidium armatum. — Euastrum oblongum, Euastrum didelta, Cosma- 
rium contractum var. ellipsoideum und Xanthidium antilopaeum blieben 
hingegen lange Zeit ungeschadigt. 

Wenn der angenommene Zusammenhang zwischen Al-Wirkung und 
Plasmalemmaausbildung zutrifft, so kénnte man auf Grund der vorliegen- 
den Versuche verschiedene Plasmalemmastarken angeben und sie unter- 
einander vergleichen. In den Diagrammen des letzten Abschnittes wurde 
daher der Versuch unternommen, an Hand der gewonnenen Ergebnisse der 
Zygnemalen und Oedogonien mefbare Werte fiir einen Vergleich der auBer- 
sten Plasmagrenzschichte — an Hand der veranderten Plasmolyseformen — 
zu bekommen. Die versuchte Auswertung beschrankt sich auf die Faden- 
algen. Die Werte fiir die untersuchten Objekte sind auf Seite 140 an- 
gegeben. 


Die vorliegende Arbeit wurde am Pflanzenphysiologischen Institut der 
Universitat Wien durchgefiihrt. Es sei mir gestattet, an dieser Stelle dem 
Vorstand des Instituts, meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Karl 
H6fler, fiir seine wertvollen Anregungen und fiir das entgegengebrachte 
Interesse meinen ergebensten Dank auszusprechen. 

Herrn Assistenten Dr. Walter U rl méchte ich ebenfalls fiir die Herstel- 
lung der Mikrophotos herzlich danken. 
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Uber den Gaswechsel von Normal- und crown-gall-Tumor- 
gewebe von Datura innoxia Mill. in vitro 


Von 
W. A. Kurt Schmidt, Hannover-Linden 


(Eingegangen am 29. Juni 1959) 


Zur Untersuchung des Stoffwechsels pflanzlicher crown-gall-Tumoren sind 
wiederholt manometrische Methoden herangezogen worden. M iil ler (1935), 
Neish und Hibbert (1944), Link und Goddard (1951) und Klein 
(1952) verwendeten Schnitte von bakterienhaltigen Pflanzentumoren und 
von gesundem Internodialgewebe. W hite (1945) arbeitete auferdem mit in 
vitro kultiviertem crown-gall-Tumorgewebe der Sonnenblume. 

Vorliegende Untersuchungen wurden am in vitro kultivierten Normal- 
und Tumorgewebe von Datura innoxia Mill. vorgenommen. Die Methoden 
der Isolierung und Kultur der Gewebe sind bereits ausfiihrlich geschildert 
worden (Schmidt 1957, Schmidt und Brucker 1959a und b). Zur 
Anwendung gelangte die von Warburg ausgearbeitete .direkte~ manome- 
trische Methode. Das Tumorgewebe Stamm $1 war auf dem Malznahr- 
boden vorkultiviert worden; das Normalgewebe Stamm G kam vom in- 
noxia-Nahrboden. Stets wurde nur helles, méglichst lockeres Proliferations- 
gewebe verwendet; jedes Gefaf enthielt etwa 120mg. Das Gewebe wurde 
vorsichtig mit stumpfen Nadeln zerteilt und im Zitronensaéure-Phosphat- 
puffer vom pH 5,0 (m/40 Zitronenséure und m/20 sek. Natriumphosphat) 
aufgeschwemmt. Das Trockengewicht wurde bei 105°C nach dreimaligem 
Waschen bestimmt. Die Badtemperatur betrug 26°C, die Reaktionszeit 2 h. 

Bestimmt wurden Sauerstoffverbrauch und Kohlendioxydproduktion 
unter aeroben und die Garung unter anaeroben Verhaltnissen. Die angege- 
benen Werte bilden das Mittel aus fiinf verschiedenen Ansaétzen mit Dop- 
pelbestimmungen. 

Die Stoffwechselintensitat der Gewebe blieb wahrend der Versuchsdauer 
annahernd konstant. Bei Sauerstoffzutritt findet in beiden Geweben eine 
nahezu reine Atmung statt, der RQ beiragt iibereinstimmend 1,1. Die 


Sauerstoffaufnahme beim Normalgewebe (Q6, = 3,0) ist um ein Viertel ge- 
ringer als beim Tumorgewebe (Qo, = 4,1). In Stickstoff laRt sich bei beiden 
Gewebearten eine geringe Garung feststellen. Dabei ist die CO2-Produk- 
tion des Normalgewebes (QE, = 1,0) um ein Drittel niedriger als die des 
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Tumorgewebes (Q¢§, = 1.5). Die Unterschiede im Trockensubstanzgehalt 
sind zu gering, als da sich die Abweichungen darauf zuriickfiihren lieBen. 

Die von uns gewonnenen Ergebnisse stimmen nicht iiberein mit den Re- 
sultaten von W hite (1945), der in vitro kultiviertes Tumorgewebe von Son- 
nenblumen untersuchte. Er fand folgende Werte: RQ=1,1, Q¥ = 15, 
Qs. = 1,9, 

Klein (1952), der sehr eingehende Untersuchungen iiber den Gaswech- 
sel des Normal- und Tumorgewebes von Tomatenpflanzen durchgefiihrt 
hat, erhielt Werte, die sich bei der Beriicksichtigung der abweichenden histo- 
logischen Struktur seiner Objekte durchaus mit den o.a. von Datura in- 
noxia vergleichen lassen. Er untersuchte den Gaswechsel wahrend der Tumor- 
entwicklung vom Tag der Beimpfung an iiber weitere 44 Tage und verglich 
mit dem Gaswechsel des Stengelgewebes. 20 Tage nach der Beimpfung der 
Pflanze lieferten diinnen Schnitte aus dem Tumor etwa folgende Werte: 
RQ = 1,1, QS = 3.1, Q&G = 24. Stengelgewebe dagegen lieferte folgende 
Werte: Qo, = 1.1. Qc§, = 0.4, RQ=1,0. Bei der Beurteilung der Ergeb- 
nisse von Klein ist zu beriicksichtigen, da® der Umfang von Atmung 
und Garung beim wachsenden Tumor an der Pflanze abhangig ist vom 
Zeitpunkt der Gewebeentnahme. Dieser wachstums- und entwicklungs- 
abhangige Effekt braucht bei in vitro kultiviertem Gewebe nicht beriicksich- 
tigt zu werden, da es bereits seit mehreren Jahren gleichmafig proliferiert. 

Die Untersuchungen wurden im Institut fiir Medizin und Biologie, Ber- 
lin-Buch, durchgefiihrt. 

Frau W. Benne danke ich fiir ihre technische Assistenz. 
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Our discussion has for topic the permeability of the protoplasm. Prior 
to such a discussion we must, however, decide on the sense in which we want 
to use the term permeability. In the past it was applied in a very wide sense. 
Today we prefer the restricted and more closely defined sense of the term. 

In Europe we must stress the importance of a clear distinction between 
permeation—a spontaneous process that occurs in accordance with Fick’s 
diffusion law—and accumulation, an involuntary process that takes place 
actively, i.e. concurrently with an energy output on the part of the cell. 
This contrast is generally known in this continent. It is beyond any doubt 
that the salt uptake by the root from dilute soil solution mostly requires 
active performance on the part of the cell, at least in the slowly trans- 
piring plants. This is why, in nutritional physiology, there is more interest 
at present in accumulation than there is in permeation. 

At our Congress, we have had discussions on Water Uptake, Apparent 
Free Space, Uptake and Transfer of Ions. I very much hope that this dis- 
cussion will show that permeability, too, has by no means lost its topicality. 

Together with Collander, Danielli, et al. we use the term per- 
meability for the diffusion across a membrane taking place in accordance 
with Fick’s law. Permeation through the plasm is an inhibited diffusion. 
After all, the living cell must shut itself off from its environment, it must 
inhibit or control the diffusion of its contents, whereas diffusion in an in- 
ward and diffusion in an outward direction are equal. The permeation 
resistance of the protoplasm to various substances is able to characte- 
rize the living plasm from a physico-chemical point of view, and to distin- 
guish it from all other systems. Thus,a knowledge of the living 
plasm is the main objective of permeability research, and it is along 
these lines that it is being pursued by us, the protoplasmologists. It should, 
however, be mentioned that it is largely the concern about the constitution 


4 Paper, read before the [Xt International Botanical Congress at Montreal on 
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of the plasm, in particular in that of the ground plasm (hyaloplasm in an 
electron microscopic sense) that has given rise to fresh interest in plasma- 
permeability. 

Plasma permeability to non-electrolytes is best-known today. In this 
field it is mainly Collander and his school in Helsingfors and, in the 
second place, our Vienna group that, for decades, have continually made 
essential contributions. We need not today discuss permeability to ions as 
it is well established that lipoid-soluble molecules permeate readily, 
whereas ions which, by their nature, are tied to the aqueous medium, per- 
meate with difficulty or do not permeate at all. The best example there- 
fore is furnished by vital staining with basic dyes. It is well known, 
that in vital-dye solutions the undissociated, lipoid-soluble part will 
permeate, whereas the dissociated part will not permeate and will stain 
only the cell walls and the gelatinous masses outside the semi-permeable 
plasma barrier, either electro-adsorptively or by chemical combining. During 
these ten years, much work in this field has been done in Vienna, in West- 
Berlin and Miinster, summarized by Drawert (1956) in Ruhland’s 
Encyclopedia (cf. Strugger 1949, Héfler 1953b, Biebl 1958). 

From a viewpoint of permeability, we are interested in the main result 
which is beyond any doubt: the lipoid-soluble part of the dyes permeates, 
and the lipoid-insoluble part does not; dyeing experiments with dye-baths 
of varied pH values, which were first used by Strug ger, would be a suf- 
ficient proof for O verton’s classical lipoid theory, if such a proof were 
still required. We know that basic dyes are dissociated over the acid range, 
and molecular over the alkine one, the transition ranges of the single dyes 
being at different positions in the pH series. 


It is a well known fact, confirmed especially by Drawert and his 
school, that the basic vital dyes permeate passively in accordance with 
Fick’s law, and are then accumulated by the cell in a variety of ways and 
by different mechanisms (cf. F. Kinzel 1954, 1959); whereas the majority 
of the acid dyes are introduced into the cell by metabolic activity, up- 
take being prevented by lack of oxygen and by narcosis. Methyl red 
constitutes a significant exception: It is an acid dye, but, [due per- 
haps to the presence of a basic N(CHs3)2 group], permeates rapidly 
and passively, and, due to its acid character, facilitates the elective 
staining of parts in the protoplast, e. g. of the oil bodies of Hepaticae, which 
are not stained by basic dyes. Father Z 6 it 1’s (1960) detailed paper thereon 
is to be published in Protoplasma in the near future. 


As is well known, there are two quantitative methods for the study of 
non-electrolyte permeation, namely Collander’s method of the micro- 
chemical analyses of the cell saps of large coenocytic cells, and the plas- 
mometric method. Dr. Stadelmann will give you the details of the latter 
method. A proper application of this method will clearly yield values for 
permeability, and not mixed values from permeation and active accumula- 
tion or non-osmotic uptake. We have tried to prove this fact in view of the 
objections raised by Bogen, Prell, and Follmann, and advanced 
(1956) in Ruhland’s Encyclopedia. Collander, in 1933, used Chara 
ceratophylla (Fig. 2) in the determination of the permeation constants of 
45 non-electrolytes; and, in 1954, Nitella mucronata for that of the permea- 
tion of 70 non-electrolytes, an improved method being employed this time: 
The substance to be tested was first permitted to saturate the cell, then the 
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efflux rate was determined. Any considerable intervention of metabolic 
forces or activ iransport in these experiments seems improbable. 


A wealth of well-founded facts is now at our disposal. “View points 
may differ, but the facts remain,” says Jacobs, the senior master of per- 
meability research in this continent. Thus I need not enumerate all the many 
theories that have been developed. The most important one is based on the 
close correlation between the oil-solubility of the substances on the one hand, 
and their permeation constants on the other. This relation is one, not only 
of symbasis, but of approximate proportionality. The permeation constants 
are roughly proportional to the partition coefficients k in olive oil/water, 
or, better still, to the power k':*. However, substances with sufficiently 
small molecules can penetrate the plasm with greater ease, those with very 
small molecules can permeate far more rapidly, than it would be expect- 
ed on account of their solubilities. This is the basis of the lipoid-sieve 
theory of Collander, which appears to be the best-founded one. 


An historical tracing of the criticism to which this theory has been sub- 
jected is of great interest. After all, Collander effected a synthesis 
of Overton's lipoid-solution principle and R uhland_’s ulirafilter prin- 
ciple, and thus, in 1925, arrived at his lipoid-sieve theory, or lip oid - fil- 
ter theory, as I would rather call it. 

As to non-electrolytes, Davson and Danielli, in their well-known 
book of 1943, at first recognized only solubility in lipoids as the primarily 
operative factor, denying the sieve-effect of the plasma membrane. C ol- 
lander (1949) has been able to succesfully counter this criticsm. On the 
other hand, researchers from Ruhland’s school have claimed molecular 
size to be the only or at least the preponderantly decisive factor, no regard 
being paid to the fact that the ultrafilter principle is significant mainly for 
the field of small molecules. It is apparently only within the political 
boundaries of Danielli’s and Ruhland’s home couniries that these 
two theories could temporarily attain complete prevalence. 

Ruhland himself in his latest paper in 1951 recognized ultrafiltra- 
tion and lipoid solution as operative principles. It is this very restric- 
tion of ultrafiltration to the field of small molecules 
that we must defend against the school of R uh] and. Obviously large mole- 
cules (molecular weights exceeding 75) can permeate only by means 
of lipoid ways and even very large ones such as those of dyes permeate 
quite readily, and rapidly too, if they are lipoid-soluble. 

In my recently published study on the cells of Blechnum spicant (198), 
the permeation of compounds of molecular weights 45 to 75 (i.e. of form- 
amide, urea, methy] urea, acetamide, glycerol) was of particular interest 
for me, as it is here that we find the range of transition from “small” to 
“large” molecules, i. e. from compounds permeating also by means of water 
ways on the one hand, and those permeating only by means of lipoid ways 
on the other. 

The most significant fact, however, is that formamide (mol. weight 
45, mol. vol. 46.7) also permeates, through all known plasms, more rapidly 
than would be expected on account of its lipoid solubility. We (Héfler 
und Url) have often been able to confirm this fact. We have been trying 
to find exceptions; so far, however, we could not find any. 

Some kinds of plasms also show increased permeability to urea (mol. 
weight 60, mol. vol. 59), in which case urea mainly permeates through the 
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water pores. This is the rapid urea type, discovered by Héfler and 
Stiegler in 1921, and frequently confirmed since that time. However, 
according to our present point of knowledge, even methyl urea (mol. weight 
74, mol. vol. 81.2) does not, as measured by its lipoid solubility, show ac- 
celerated permeation through any plasm. 

We have extensively studied the variability of permeability 
series (Héfler 1934, 1942, 1958, Hofmeister 1935, Marklund 
1936, Elo 1937, Collander und Wikstrém 1949, cf. Bogen 1956b). 
In the “normal type” of these series (Fig. 1) we find ratios of Py, : Py = 
=1:2.5to1:3, which tallies with the lipoid solubilities of the two substan- 
ces. A drop in the ratio below 2 indicates slightly increased pore permea- 
tion. In the rapid urea type (Gentiana type) the ratio falls below 1, that 
is to say the small urea molecules permeate more rapidly than the larger 
methyl urea molecules do, although the latter have better lipoid solubility. 
The reason for this is that urea permeates, not only by lipoid ways, but 
mainly by water ways via the pores. 

In herbaceous stems there is a most marked difference between the epi- 
dermis and the parenchyma. The former often shows the rapid type, the 
latter the normal type (see Fig. 4). Initially the degrees of plasmolysis in 
hypertonic urea solution were almost equal; now, some 10 minutes later, 
plasmolysis has decreased in the epidermis, whereas in the parenchyma its 
degree has remained practically unchanged. 

Url has studied this behaviour in a great number of herbaceous stems. 
The experiment itself ought to be demonstrated to students, as it is an 
example from the field of protoplasmatic plant anatomy, a branch of 
science established by Friedl] W e ber (1929) in Graz, and much encouraged 
in Austria. In “Protoplasmatologia”, Lotte Reuter (1955) has given a 
summary of this topic. 

It should be noted that the steric properties of the molecules also affect 
the permeation rate. As demonstrated by Wartiovaara (1951) and 
Url (1952) “spready” molecules permeate with greater difficulty and more 
slowly than round ones of the same molecular weights do. 

It is important to stress the fact that pore permeation appears 
to be far more unstable than permeation by solubility in lipoid. Thus 
the Gentiana epidermis in our Alps in chilly rainy weather will exhibit 
the normal permeability type only. When the sun has comes out, it will 
again show the rapid pore type. Many permeability changes canbe 
explained in terms of a changed perviousness in the pore phase. I have 
(1958, p. 286) compiled a number of pertinent examples. As pointed out by 
Collander in 1957, the earlier studies on permeability changes were 
attended by but little success. The results obtained were mainly in the 
sphere of what we today would call active transport. Only the study of 
the changeability, not of “permeability,” but of the permeability series, 
opens up prospects of a succesful survey of permeability changes. 

In 1950 in Stockholm I first presented the main types of the permeability 
series in this pattern (Fig. 3), which has become well-known also through 
Bogen’s (1956) contributions to Ruhland’s Encyclopedia. On that oc- 
casion | stated that although the properties do not remain the same for 
every cell they never overlap other branches in our diagram. This still holds 
true today. 

The contrast between normal type and glycerol type (i.e. between ami- 
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Fig. 1. Permeability series (H 6fler). Fig. 2. Chara ceratophylla (Collander). 
Fig. 3. Diagramm of the main types of permeability series. Fig. 4. Gentiana Stur- 
miana in 1,0 mol urea: plasmolysis decreased in the high permeable epidermis cells, 
not yet decreased in the parenchyma. Fig. 5. Anomoeoneis sculpta, quickly deplas- 
molising in hypertonic solution of glucose. Fig. 6. Allium cepa, the cytoplasm stai- 
ned by rhodamin B. Fig. 7. Measuring water permeability by noting the rate of 
change in volume of the protoplast during plasmolysis. Fig. 8. Gentiana Sturmiana, 
Na-azide inhibits the sugar permeability. 
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dophilic and amidophobic types) has been known for a long time. The 
following observation, however, is of physiological interest. In 1938 H o f- 
meister discovered, and in 1956 Lenk, on a broad test basis, in many 
fresh-water algae (Spirogyra and many others) confirmed the fact that fre- 
quently the plasm of the same cells exhibits the urea type in summer, 
and the glycerol type in winter. 

We know from the basic paper by Ruhland and Hofmann that 
Beggiatoa deviates most strikingly from the main type, inasmuch as mole- 
cular size plays the main role there. However, the sulphur bacterium does 
not have completely isolated position, as Oscillatoria forms a link between 
Beggiatoa on the one side, and most plant cells on the other. The high per- 
meability of Oscillatoria has recently also been confirmed in a Vienna paper 
by Pernauer, which (in contrast to earlier data) also showed that cer- 
tain blue-green algae tolerate a true, vital plasmolysis: thus the paper has 
paved the way for new studies on the permeability of Cyanophyceae. 

At present the fourth type, concerning the high sugar permeability of 
diatoms, is very much disputed. When healthy cells of Anomoeoneis are 
immersed in a hypertonic sugar solution prepared with the water of the 
habitat plasmolysis will occur and will after a short time (some 10 to 
20 mins.) decrease and disappear again (Fig. 5) whereupon the cell will 
happily go on moving around, and will remain alive for good. This strik- 
ing phenomenon was discovered by the school of Collander (Mark- 
lund 1936, Elo 1937) in brackish-water diatoms: it has been observed 
fairly frequently (Héfler 1940, 1943, H6fler-Url-Diskus 1956, 
U beleis 1957), and has been explained as a consequence of a high sugar 
permeability of the plasm. 

During the last few years, Bogen and Follmann have dealt most 
extensively with diatom permeability. They do not consider as certain the 
proof of sugar permeability from deplasmolysis. However, let me not dwell 
now upon this topic (cf. Héfler 1960). 

As we are dealing with sugar permeability, let us consider one general 
aspect. One of the first achievements of the plasmometric method was to 
demonstrate, in 1926, the fact that sugars (glucose, fructose, sucrose) also 
enter into the plasmolyzed protoplasts, very slowly, but in osmotically 
demonstrable quantities. The permeability constants P range from 1/500 to 
1/399 (which shows that within one hour only a three-hundredth of the con- 
centration gradient is equalized). Since then, such values have frequently 
been confirmed. 

Now Bogen and his coworkers have arrived at a most interesting 
result. The addition of metabolic inhibitors (Na-azide and DNP) prevents 
the extension in sugar. We (Url and Héfler 1958) have confirmed this 
observation in other objects (Fig. 8), whilst urea permeation, according to 
Url, 1958, is not essentially affected by equally high doses of the inhibi- 
tors. We cannot accept however Bogen’s interpretation, according to 
which vacuole water otherwise non-osmotically retained is released by the 
azide. 

Bogen and Follmann have showed that the extension in sugar 
of some diatomes is lowered by NaN3. Summarizing my objections in the 
discussions of 21*t Aug. I have accepted this result (and many other good 
results) of Bogen and Follmann, but I can by no means concede 
that this observations support the idea of an active water uptake of the 
protoplasts. 
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I think that Bogen’s observations are of value insofar as they suggest 
that the permeation of the sugars may be enzymatically controlled, and 
that the enzyme action is eliminated by the azide. It must, however, be 
borne in mind that an enzymatically controlled transport of substance may 
be brought about by the action of differences of concentrations alone. Thus, 
a susceptibility of a permeation process to inhibitors does not necessarily 
lead to the conclusion that active transport is involved (cf. Rosenberg 
and Wilbrandt 1952). 

Here we have an important question: The problems of enzyme activity 
on the cell surface and of metabolic activity have moved to the fore, above 
all in the English-speaking countries. There are some excellent surveys on 
these topics. In my view, the problem is less complicated, where we are 
concerned with permeation in the restricted sense of the term rather than 
with active accumulation. After all, we can arrive at an understanding of 
permeation by means of lipoids by simply assuming an enzymatic con- 
version of non-permeating substances into a form with higher lipoid solu- 
bility. 

I should like to point out that, in my opinion, such an enzymatically 
controlled metabolism seems to apply to the slowly permeating substances 
only. As far as I know, the fact has not yet been emphasized that even 
sulfo-acid dyes, the penetration of which into the cell sap most probably 
occurs in conjugation with metabolism, exhibit the same slow permeation 
type as the sugars do. From Collander’s basic paper (1921) quite 
similar permeation constants can be computed. 

I do not think I can share certain notions on carrier molecules. G o1 d- 
acre’s hypothesis of unfolded protein molecules, which, laden with sub- 
stances—ions, or even water—wander from the plasmalemma to the tono- 


plast, and, folding there, deliver their burden to the vacuole, is most gra- 
phic and popular, and has a romantic ring about it. It somehow reminds 
me of Charon, who, in ancient mythology, ferried the souls of the dead 
over the Acheron (or the Styx). For the protoplasmologist, however, this 
hypothesis is unacceptable for more than one reason. In the continuous pro- 
tein-lipoid complex of the mesoplasm, unfolded protein molecules are in- 
capable of directed movement. 


Permit me now to deal briefly with the permeation of the sma11 mole- 
cules not soluble in lipoids, which, in our opinion, must permeate by means 
of water ways, via the pores. Let us take water itself as a representative 
example. Ever since 1930 (Huber and Héfler), I have repeatedly spo- 
ken on water permeability (cf. Fig. 7). At the 1950 Stockholm Congress, I 
advanced the view that the resistance of the plasm to water permeation is 
localized chiefly in the mesoplasm, and not in the surface layers; this view 
has in many cases been accepted, or has at least not been rejected. There 
is a wealth of most valuable observations concerning water permeability 
changes brought about by physical and chemical actions (Biebl 1942, 
Brauner 1943, Toth 1949, Seemann 1950, 1951, 1953); on the other 
side the effect of growth substances on water permeability is still uncertain. 
Here, however, I shall not return to his field of research. 

A promising technique has been evolved by Kamiya and Tazawa. 
They bring into contact the two ends of a Nitella cell and solutions of dif- 
ferent osmotic pressures, such as water and sugar solution, and record the 
rate.of flux through the cell by means of a very fine apparatus. The water 
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permeability values thus obtained are some 10 times higher than all earlier 
ones. But you will hear on the 28" the review on protoplasmic streaming 
by Kamiya himself. 


Let me add just one other vital problem, which I should like to put up 
for discussion, since, in my more recent papers, I have expressed a view 
that essentially deviates from the traditional ones (cf. Héfler 1959). 

This problem concerns the anatomical foundations of the permeation 
process in plant cells that have vacuoles. It is, in fact, the old question of the 
site of the permeation resistance. 

Here again, we want to restrict ourselves to a discussion of non-electro- 
lytes that move from outside through the plasm into the cell sap along gra- 
dients of decreasing free energy. Large-molecular substances, which as we 
believe permeate through the plasm in accordance with their partition 
coefficients only, lend themselves most readily to a study of this kind. 
The penetration resistance of the plasm is due to lipoid layers. Most authors 
will answer the question of the localization of these layers by referring to 
the plasmalemma only. I am, however, of the opinion that the plasm lipoids 
acting as solvents are present, not only in the plasm membranes, but in 
the mesoplasm as well. Thus it the bulk protoplasm, that is the hole of 
it, and not only the plasmalemma that acts as a solvent layer. 

The lipoid-soluble substances are dissolved from outside, and move to 
the vacuole by means of the lipoids; there they penetrate into aqueous cell 
sap in accordance with their partition coefficients. 

Vital staining of the living plasm by means of rhodamin B provides an 
excellent illustration (Fig. 6). Strugger found this substance to be the 
most harmless dye and an extremely weak dye base. It stains the plasm 
in cells with “empty” saps, i.e. with saps free of dye-accumulating sub- 
stances. The staining remains invisible in the bright field, and becomes 
visible only in UV-light. The plasm contains lipoids that will be stained. 
A number of good photographs quite clearly show the entire cytoplasm, and 
by no means the plasmalemma only, to possess lipoid solvent power. Upon 
plasmolysis and the division of the protoplasts of stained cells into parts 
connected, in a well-known way. by plasmalemma threads (Seif riz, 
P lowe, cf. Fig. 6), the latter cannot accumulate more intensively, they are 
not richer in lipoids, they even show weaker staining or have remained prac- 
tically unstained. The plasmalemma is richer in proteins and more elastic 
than the mesoplasm; nowhere, however, can it be shown to be richer in 
lipoids and it is by no means the exclusive site of lipoids. 

So much then for the general views. In addition to all this we must 
realize that the solvent lipoid phase in the mesoplasm is a homogeneous and 
not a dispersed one (cf. Frey-Wyssling 1953). This fact was first 
stressed by Lepeschkin, and has been established beyond any doubt. 

I have on several occasions advanced the view that it is the entire 
plasma, and not the plasma membranes only, that has lipoid solvent power: 
in particular, I did so in a paper in 1953. My renewed emphasis on this pro- 
blem is due to the interest in the new electron microscopic investigation of 
the protoplasm. In this field, America, and above all the Rockefeller Insti- 
tute for Medical Research, have been in a leading position. In the electron 
microscope the protoplasm (at first of the meristematic cells) appears to 
be limited by a simple unperforated osmiophilic membrane of 50-100 A. All 
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reports by observers unanimously point to the fact that these limiting mem- 
branes are not of the same type as the double membranes so often encoun- 
tered as sheaths of plastids, proplastids, or chondriosomes. 

I feel that these 50-100 A “paucimolecular” limiting membranes should 
not be singled out as the sites of the permeability-determining lipoids. These 
layers must be destroyed in each process of plasmolysis: this, however, 
would imply a far more marked change in the permeability properties of 
plasmolyzed cells as compared to unplasmolyzed ones than is actually 
the case. 

It is certainly difficult to abandon the traditional and time-honoured 
views according to which the solvent lipoids are localized in the plasm- 
limiting membranes. In my opinion, the entire plasm possesses dissolv- 
ing power. 

If this view is correct, we could, from the permeation power of the 
mesoplasm, draw conclusions about its composition. The electron microscope 
has shown to us new sub-light microscopic dispersed phases in the plasm—- 
the endcplasmatic reticula described by P orter 1953 f. (together with the 
Golgi zones). the small dense granules or RNA-granules (meiosomes, as I 
would call them) described by Palade (1954, 1955, 1958):—it has, how- 
ever, also been shown that, even in investigations employing the most mod- 
ern devices, the ground plasm (hyaloplasm in an electron microscopic 
sense) remains optically homogeneous and irresolvable. 

We now hold the view that the permeation of lipoid-soluble substances 
by means of lipoids is effected through this ground cytoplasm. This, however, 
would imply that the protein-lipoid complex that constitutes the ground 
plasm has a dissolving power similar to that of olive oil, and that, as point- 
ed out by Collander (1957), the permeation process of non-electrolytes 
is probably primarily controlled by intermolecular forces identical with 
those which control the partition of a solute between two mutually immisci- 
ble solvents. 

Whereas then the fixed ground plasm has up to date remained amor- 
phous and irresolvable in the electron microscope, the permeability quali- 
ties powers enable us to draw conclusions as to the properties of the li v- 
ing ground plasm. 
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Points of Discussion 
. Plasmometry. 
. Lipoid-filter theory (lipoid and water ways) 
. Surface layers of protoplasm 


. Solvent layers of protoplasm 


Ad 1: Cf. Stadelmann 1960, no objection. 

Ad 2: No objection. 

Ad 3 and 4: Discussion: W. H. Arisz, H. J. Bogen, A. S. Crafts, 
J. Levitt, R. N. Robertson, E. J. Stadelmann—Cf. Levitt 
1960. 
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The cellular organization of the plant organisms and the structure of the 
single cell leads to the formation of membranes. Generally these mem- 
branes offer a completely different resistance against the migration of 
substances through it compared to other parts of the organism or the cell. 
The inverse quality of resistance is called permeability, which is the concept 
of the passability of a membrane. Permeability is a quality of a membrane 
where permeation is a process which consists of the migration of particles 
through a membrane. Unfortunately these concepts are not always used 
in this original sense and often uptake of dissolved substance in the cell is 
understood as being related to a permeability of the “cell.” 

At this time there exist no means for measuring the permeability in a 
direct way as it is possible, for instance, to measure a length or a time. In 
any permeability experiment only an amount of substance which is per- 
meated through the membrane can be measured. Often even this amount 
has to be found by indirect methods. 

The difficulty arises from the fact that the amount of the permeated 
substance does not depend solely on the permeability of the membrane: 
also the magnitude of the transporting phenomenon, for instance, a con- 
centration difference, the time and the size of the membrane determine the 
amount of the permeated substance. To calculate the magnitude of the 
permeability of the membrane it is thus necessary to take into consideration 
these other factors. This can only be done if their correlation with the 
amount of the permeated substance is known and a mathematical equation 
for this relation can be established. In this way it is possible to calculate 
the absolute values for the permeability of the membrane. If such a 
mathematical approach can not be made only relative values for the 
permeability are obtained. This means that these values are only com- 
parable in relation to each other if certain conditions are fullfilled. Such 
conditions may be, for instance, that the membrane has to have in each 
experiment the same size or that driving force, which may be the con- 
centration difference must have the same value in all experiments. 
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In the adult plant cell the protoplasm becomes a thin layer which covers 
the inside of the cell wall. By this cytomorphological situation the proto- 
plasm forms a membrane enclosing the cell sap in the central vacuole. There- 
fore it becomes possible to measure the permeability of this protoplasmic 
layer for dissolved substances which enter from an external solution through 
the protoplasm into the vacuole. The magnitude of the permeability will 
be a physicochemical characterization of the living protoplasm. As such it 
may be compared with the measurement of the protoplasmic viscosity, 
which is a physical characterization of the protoplasm. It may be exspecied 
that from a more comprehensive knowledge of the permeability a better 
understanding of the organization of the protoplasm may result. 

A great number of special methods is known for measuring the permeabil- 
ity of the protoplasmic layer of a single cell. One of the most convenient 
methods consists in the evaluation of the recovery of plasmolyzed cells in 
a solution containing the dissolved permeating substance. However, it must 
be checked very carefully for each experiment that no alterations of the 
permeability result from the manipulations during the experiment. Using 
cylindrical cells the time course of the recovery can be recorded very 
accuratly due to the fact that the protoplast takes the form of a cylinder 
with hemispheres on the end. For this geometric form it is easily possible 
to calculate the surface of the protoplasmic membrane. 

If only non-electrolytes are used as permeating substance and no active 
transport takes place the transporting phenomenon is solely diffusion and 
its magnitude can be evaluated. Thus the well known formula for the 
relation between the permeated substance, time, permeability constant and 
concentration difference can be applied: 


dn=K.A.(C—k).d (I) 


The measure for the magnitude of the permeability of the membrane is 
the permeability constant K. 

The amount of the penetrating substance (dn) can be inferred from its 
osmotic acitivity which causes the uptake of water in the vacuole. Its 
quantity indicates the amount of the permeated substance. 

In this case and for cylindrical cells the differential equation can be 
integrated and solved for K. 


© 
» b—-L— shy 
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where K is the permeability constant with the dimension (length < time) 
the cell diameter which is the cell breath, 

L, the length of the protoplast in the state of complete plasmolysis 
in a sugar solution of the same concentration as the solution of 
the permeating substance to be tested, 

L, and L, the length of the protoplast at the time of t, and t,, 

t, and t, the time of the measurement. 


K = 





It is possible to deduce from this formula two statements concerning the 
recovery of the plasmolyzed cell. The first statement concerns the time 
course of the recovery. This should be always proportional with the time. 
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The second statement concerns the velocity of the recovery. Since 
permeability is a quality of the protoplasmic membrane it does not depend 
upon the concentration of the external solution. Therefore (K) should keep 
the same value if the cell is tested in two different concentrations of the 
permeating substance. In this case it can be deduced from the formula 
that the velocity of the recovery (that is the amount of the increase of the 
length of the protoplast per minutes unit time), is dependent on the external 
concentration and this relation can be formulated mathematically. 

Both statements can be verified in the experiment. The first one is 
easily tested by measuring the length of the protoplast during recovery in 
short time intervals. The second one can be verified by changing the 
external concentration during the experiment. After the re-establishment 
of the new osmotic equilibrium the recovery continues and can be measured 
again. It can be shown that experiments of this type should demonstrate 
the change of the velocity of recovery in the same manner as if separate 
experiments with the cell could be made. 

An important problem for the experimental performance of such 
experiments is the constancy of the concentration of the external solution. 
Constant concentrations can be maintained by using a perfusion chamber 
with continuous flow of the external solution around the object (e. g. 
epidermal sections). This devise allows the continous observation of the 
cell under investigation during longer time periods and also facilitates 
quick changes to different solutions. 

The proof of these two conclusions concerning the recovery should be 
shown here for the epidermal cells of Carduncellus eriocephalus*. A total 
of 62 cells was tested from which 58 had a recovery proportional to the time. 
Furthermore the regression line of the points of the singular measurements 
of the protoplast length was calculated and the degree of scattering was 
determined. For this purpose the coefficient of determination (B) can be 
applied. It becomes 1.00 if all points are on the regression line and it 
decreases as scattering increases. If a histogram of the B-values (with 
a wide of .01 for each class) is drawn it shows that the highest frequency is 
found in the class between .99 and .98. In the class 1.00—.99 the frequency 
decreases but this is certainly due to the errors of the measurements. This 
results shows very clearly that the first inference from the formula is verified 
by the experiment. 

An interesting fact is found by checking the diagrams which show the 
relation between the length of the protoplast and the time of the ex- 
periments. In some cells the velocity of recovery suddenly changes iis 
value. The velocity becomes less at a certain moment and remaines 
unchanged at the new value. This phenomenon seems to be attributable to 
a sudden change in the permeability of the protoplasm. Such changes 
during plasmolysis are described in the literature quite frequently. Re- 
coveries of this type can still be counted as proportional recoveries in test- 
ing for the first statement. 

Twenty-two cells were used for testing the relation between the velocity 
of the recovery and the external concentration. For both concentrations 
the permeability constants were calculated from the respective recovery 
of each cell. The mean value of the quotient of these two permeability 
constants found in the experiment was 1.14. Thus, the relation between 


1 For complete details of the experiments see Protoplasma 50, 51—81 (1958). 
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concentration and velocity of the recovery is verified to a sufficently high 
degree. 

The experimental verification of these two inferences from the formula 
(II) is of great importance because it shows that the concept as it is repre- 
sented in the formula (I) is not disproved. Therefore formula (II) may be 
used for calculating the magnitude of the permeability of the protoplasmic 
membrane of cylindric cells. 

To obtain better values for (K) it is advisible to record as completely as 
possible the time course of the recovery: If this time course has no irregul- 
arities a straight line may be interpolated and two points on this line may 
be selected as (Li, t1) and (Le, tz) for fomula (II). 

In this way the mean value of permeability constant for the epidermal 
cells of Carduncellus eriocephalus for Urea becomes 3.34 + 1.91 X 10-%cem/ 
sec. and for glycerine 7.27 + 6.90 X 10-* cm/sec. The very high standard 
deviation is most probably attributable to the fact that every cell was tested 
in a separat experiment and the epidermis for each experiment came from 
different specimens. 

However, it may be expected that even cells from the same tissue will 
show high individual differences in the value of their permeability constant. 
In order to obtain in this case a correct mean value it is necessary to make 
simultaneous measurements of a sufficently high number of cells of the 
same tissue and to use statistical evaluations. Therefore measuring the 
length of the protoplast is no longer feasible by using an eye piece micro- 
meter and recording the values on paper. A photographic technique must 
be applied. A low magnification permits a high number of cells to be 
recorded simultaneously and the measurements of the protoplast are then 
made on the film. With a suitable object like the inner epidermis of bulb 
scales of Allium Cepa at least 20 cells can be found in each experiment with 
a shape allowing plasmometric measurements. Permeability constants may 
be calculated from the time proportional recoveries. The irregular re- 
coveries are also interesting, as there isa reason for this irregularity which 
has to be investigated. 

It may be expected that the exact measurement of the permeability 
constant for a number of different permeating substances will further the 
knowledge concerning protoplasm. In addition, this method of measuring 
also opens the way for a broader and more accurate study of changes in 
the permeability of protoplasm. There exists a large number of obser- 
vations indicating changes in permeability but only few quantitative data 
are published. Thus, more comprehensive studies should show the quanti- 
tative relation between the strength of the effect and the degree of 
permeability change. Here, especially, substances with known physiological 
action (for example respiratory inhibitors) may be investigated. 

In this way further permeability research may contribute new findings 
for completing and verifying the actual picture of the organization of the 
living protoplasm and some of its basic functions. 
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The scientist is in constant danger of forgetting that any theory is 
simply the best explanation in the light of the information available at the 
time the theory is provided. Every time he explains the theory (and if he 
is a teacher this will be many times) he tends to become more convinced of 
its validity. It is for this reason that even the most well-established theories 
should be periodically reexamined in the light of newer information, Dr. 
Héfler’s [1] recent challenge of the plasma membrane theory of perme- 
ability is therefore welcome. 

But there is an opposing danger that the scientist must also beware of. 
This is the tendency to discard all the older evidence without reexamining 
it, simply because newer evidence appears to oppose a theory. The only 
truly scientific attitude is to reexamine both the old and the new evidence, 
and to reevalute the theory on the basis of this reexamination. As a result, 
sometimes the older evidence is found wanting, sometimes the newer; and 
the original theory may have to be discarded or it may become even more 
firmly entrenched than before. 

The term cell permeability is here defined as the amount of substance 
that diffuses into or out of a cell per unit time, per unit area, and per unit 
concentration gradient at a standard temperature. According to the plasma 
membrane theory, this rate is controlled by a thin layer at any cytoplasm 
surface known as the plasma membrane. Such a membrane has been shown 
to exist at the internal cytoplasmic surface, and since the same forces 
prevail at both surfaces, can be expected to occur at the outer surface as 
well. 

First, let us reconsider the older evidence in favor of the plasma mem- 
brane theory of cell permeability [4}. 

1. One of the most striking demonstrations that the barrier exists at the 
cell surface is provided by an old micromanipulation experiment. Acidic 
dyes (e.g. eosin) commonly do not penetrate into the protoplasm rapidly 
enough to be seen there. Yet solutions of these dyes can be injected into 
the cytoplasm by means of a micropipette that pierces the surface. The dye 
from this injected drop can be seen to diffuse quickly throughout the cyto- 
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plasm but does not pass out of it. Obviously the surface of the cytoplasm 
is impermeable to the dye but the mesoplasm is freely permeable to it. 
2. Surface tension measurements on protoplasts have yielded values of 
about 2 dynes/cm. as compared with 72 dynes/cm. for water. This can be 
explained only by a concentration of lipids at the surface of the cytoplasm. 
3. An oil drop ejected by a micropipette onto the surface of a protoplast 
snaps onto it. This high affinity of the surface for oil can be explained 
only by the existence of a lipid layer on the protoplast surface. 4. Analyses 
of red corpuscle “ghosts” [6] which consist of the surface layer, have revealed 
a high lipid content. 5. Conductivity measurements have shown a high 
resistance at the cell surface, which can be explained only by an apolar 
(lipid) surface. These widely different methods all agree completely. And 
now electron micrographs have revealed equally distinct membranes of 
the predicted thickness at both surfaces of the cytoplasm layer. 


What is the new evidence that Héfler [1] supplied that has led him 
to ignore all the above evidence and to discard the plasma membrane 
theory? [1] He asserts that staining of the cytoplasm with Rhodamin B 
proves that the whole cytoplasm layer is highly lipid in nature. Yet he 
admits that this basic dye does stain the vacuole of so-called “full” cells, 
though these vacuoles do not contain lipids. Surely, this is no evidence 
against the plasma membrane theory [1]. Héfler states that the plasma- 
lemma is richer in protein and more elastic than the mesoplasm, but noth- 
ing indicates it is richer in lipids. This may be true, because the older cell 
physiologists always clearly distinguished between the microscopically 
visible plasmalemma and the invisible plasma membrane. That there is 
ample evidence for the lipid nature of the latter has already been shown [2]. 
Héfler states that injury to the outer layer of cytoplasm does not affect 
its permeability. This is only apparently true and even then only in the 
case of some cells. We [3] long ago showed (as did others) that the perme- 
ability of free protoplasts to water is three-fold as high when the protoplasts 
are expanding as when they are contracting. This is a very temporary 
phenomenon and is best explained by a stretching of the plasma membrane. 
pulling apart the lipid micelles. Due to their surface activity, more lipid 
quickly comes from the body of the cytoplasm to the surface; therefore, this 
increase is observed only during rapid stretching. This has long been the 
logical explanation of the rapid regeneration of cytoplasmic surfaces. Ne- 
vertheless, there are some cases where the regeneration is not rapid enough 
and the cytoplam does pour out. It should also be pointed out that the 
immiscibility of cytoplasm with water is no more evidence of a lipid nature 
than the immiscibility of pieces of agar gel with water. 

It must, therefore, be concluded that none of Héfler’s experimental 
observations truly opposes the plasma membrane theory. But the strongest 
reason for rejecting his opposition is to be found in the illogic of his concept. 
He attempts to combine two mutually exclusive concepts in order to ex- 
plain cell permeability—the lipid-sieve theory of permeability and _ his 
acceptance of the whole cytoplasm layer as the membrane. If one of these 
is correct, the other cannot be, for the following reasons. 


The whole basis of the lipid-sieve theory is the existence of a layer that 
is highly lipid in nature. Analyses of cytoplasm have yielded values of 
about 1—2% lipid [5]. It is therefore difficult to conceive of such a layer 
acting as a lipid-sieve. Simple calculations show that the actual conditions 
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are far more extreme than this. In the case of the potato cell, the parti- 
culates account for about 10% of the cytoplasmic dry matter and they 
consist of about 17% lipid [2]. None of the remaining extractable proteins 
had any detectible lipid associated with them. The particulates, therefore, 
account for a lipid content of about 1.7% for the whole cytoplasm layer 
and none of this lipid is available for controlling the permeability of the 
cytoplasm as a whole. The plasma membranes are calculated to be 50 
to 100 A thick. If these membranes are made up of approximately equal 
quantities of lipid and protein, in the hydrated state they might consist 
of about 1/3 lipid. If the cytoplasm layer is about 1 « thick (10,000 A), the 
plasma membranes would account for 1-2% of the cytoplasm layer and 
their lipid content for 1/3% to 2/3% lipid in the whole cytolpasm layer. This 
means that. the particulates plus the two plasma membranes account for 
about 2% lipid, i.e. for all or essentially all of the lipid in the cytoplasm 
layer, and there is no possibility of the mesoplasm controlling the perme- 
ability of the cell by a lipid-sieve mechanism. 

We are therefore forced to conclude that a) the older evidence in favor 
of the plasma membrane theory has in no way been challenged by the newer 
results, and b) the protoplasmic layer as a whole cannot possibly produce 
a lipid-sieve effect whereas the membranes can. 
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Biinning, E.: Die physiologische Uhr. Mit 107 Abb. 105 S., Berlin-Gét- 
tingen-Heidelberg: Springer-Verlag 1958. Engl. Brosch. DM 24.—. 


Die physiologische Uhr“ ist ein gut gewahlier Titel fiir eine zusammen- 
fassende Darstellung jener eigenartigen zeitlichen Einordnung in den Tages- 
und Jahresablauf des auferen Geschehens, wie sie fiir verschiedenste phy- 
siologische Vorgainge an Pflanze, Tier und Mensch beobachtet und als »endo- 

gene Tagesrhythmik*“, .endodiurnales System“, ,,.Zeitgedachtnis*, ..Zeitsinn* 
usw. beschrieben wurde. Biinnin g. selbst seit Jahrzehnten auf diesem 
Gebiet forschend tatig, ist wie kein zweiter berufen, einen solchen allgemein 
biologischen Uberblick zu geben. 

Tagesperiodische Geschehen aufern sich bei der Pflanze nicht nur in den 
altbekannten Blattbewegungen und Offnungs- und SchlieBbewegungen der 
Bliiten, sondern z. B. auch in Zuwachsgeschwindigkeit oder in verschiedensten 
Stoffwechselvorgingen. Sie sind nicht nur an der Pflanze zu beobachten, son- 
dern lassen sich bis in die Zellen selbst verfolgen. Tagesperiodische Schwan- 
kungen der Form des Zellkerns und der Plastiden, wie auch der Viskositat und 
Permeabilitat sind nachgewiesen. Daf diese Schwankungen viel weniger 
untersucht sind als andere Zellvorginge, sieht Biin ning darin begriindet, 
daft wir unsere Experimente meist auf bestimmte Tageszeiten zu beschran- 
ken pflegen, in denen sich die Organismen jeweils in einer bestimmten glei- 
chen Phase befinden. Bei sehr vielen physiologischen Versuchen sollte nicht 
nur nach den herrschenden AuBenbedingungen gefragt werden, sondern 
auch darnach in welcher tagesperiodischen Phase der Versuch gelaufen ist. 

Wiahrend bei tagesrhythmischen Vorgangen im Tier, sei es Schlafenszeit, 
Sauerstoffverbrauch, CO,-Ausscheidung, Brunstzyklen, Periodizitat des Eier- 
legens. Rhythmik des Schliipfens von Drosophila, Futtersuche bei Bienen, 
Laufaktivitat bei Kafern, Mausen, Goldhamstern usw. eine zentrale Steue- 
rung durch periodische Phanomene im Nervensystem anzunehmen ist, ist 
die Steuerung bei der Pflanze in der Zelle selbst gelegen. Tagesperiodische 
Turgor- und Wachstumsschwankungen lassen sich auch in isolierten Blatt- 
gelenken, Streifen wachsender Organe, ja sogar in Gewebekulturen nach- 
weisen. 

Allen diesen Erscheinungen ist gemeinsam, daf sie cyclischer Natur sind. 
d.h. sie hangen nicht vom jeweiligen Licht-Dunkel-Wechsel ab, sondern 
gehen zumindest eine Zeit lang auch bei Verdunkelung weiter. Die nor- 
malen Zyklenlangen scheinen bei Tier und Pflanze zwischen 22 und 28 Stun- 
den zu liegen. Wurden sie durch kiirzeren Licht-Dunkel-Wechsel etwa zu 
einem 8:8 oder 6: 6stiindigen Rhythmus modifiziert, so kehren sie nach 
— der experimentellen Bedingungen wieder zur Normallange zu- 
rii 

Biinning kommt zu dem allgemeinen Schema, daf diese Rhythmik 
dem Prinzip der Kippschwingung folgt. Einer Phase energetischer Span- 
nung folgt eine Phase der Entspannung. Der ..Oscillator“ wird wohl durch 
chemische Energie zur Tatigkeit veranlaft, doch folge daraus nicht, daf das 
schwingende System selber chemischer Natur sein miisse. Es kénne sich sehr 
wohl auch um einen Wedhsel physikalischer Zustande handeln. In der Span- 
nungsphase iiberwiegen andere Leistungen der Zelle als in der Entspan- 
nungsphase und dies fiihre dazu, daft sich die Zellen in diesen einzelnen 
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Phasen in ihren physikalischen und chemischen Fiahigkeiten, in ihrer Er- 
regbarkeit, im Reagieren auf auRere Faktoren usw. unterscheiden. 

Ein Abschnitt iiber die Nutzung der physiologischen Uhr durch die Orga- 
nismen (Festlegung bestimmter Funktionen auf geeignete Tageszeiten, Son- 
nennavigation, Photoperiodismus bei Pflanze und Tier usw.) beschlieBt das 
interessante und lesenwerte Biichlein. 


R. Biebl (Wien). 


Frey-Wyssling, A.: Die pflanzliche Zellwand. Mit 188 Textabbildungen 
in 320 Einzeldarstellungen. VIII, 367 S. Berlin-Géttingen-Heidelberg: 
Springer-Verlag 1959. Ganzl. DM 69.60. 


Der Autor bezeichnet sein Buch als Neuauflage seiner 1935 erschienenen 
Monographie ,,Die Stoffausscheidung der héheren Pflanzen“; in Wirklich- 
keit ist ein ganz neues Buch daraus geworden, eine Monographie iiber die 
Zellwand mit dem Schwergewicht auf der Darstellung der Biostruktur und 
Biogenese der Zellwand und ihrer Komponenten. Ausgehend vom Bau der 
Primiarwand wird u.a. auf das Problem der Form meristematischer Zellen 
eingegangen. In der Terminologie, insbesondere der inneren Wandschichten, 
ist wegen der noch immer ungeniigenden Kenninisse ihrer Ontogenese noch 
keine einheitliche Benennung méglich; Frey-Wyssling schlagt vor. 
an Stelle des in verschiedenem Sinne gebrauchten Terminus .,Tertiarwand* 
die innerste Wandschicht als AbschluBlamelle oder, falls sich die Deutung 
als membranogene Schicht bestiatigen sollte, als Bildungshaut zu bezeichnen. 
In die Darstellung der In- und Adkrusten wurden auch die neuesten Er- 
gebnisse der Elektronenmikroskopie des Sporoderms mit der daraus ent- 
wickelten Nomenklatur aufgenommen. Der alte Streit, ob die Zellwand 
durch Apposition oder Intussuszeption wachse, scheint sich, zumindest was 
die Geriistsubstanzen betrifft, eher zugunsten der erstgenannten Alternative 
zu entscheiden; fiir die Matrix ist ein Wachstum durch Einlagerung neuer 
Grundsubstanz anzunehmen, das gleiche gilt fiir das Wachstum der Ad- 
krusten. — Der zweite Hauptabschnitt beschaéftigt sich mit der Biochemie 
der Membranstoffe unter Einschlu8 der Inkrusten, Adkrusten, Schleime und 
Gallerten, Lipoide, Kallose usw., der dritte mit der Biophysik der Zellwand, 
der Réntgen-Strukturanalyse, der Optik und der mechanischen Eigenschaf- 
ten. Ein Abschnitt iiber die Funktion der Zellwand rundet die Monographie 
ab. Dabei mag besonders die Feststellung hervorgehoben werden, da der 
Autor die Zellwand nicht als totes Ausscheidungsprodukt der Zelle (also 
nicht als alloplasmatische Differenzierung im Sinne Sch midts), sondern 
als in den Zellstoffwechsel einbezogen ansieht und sie somit den metaplas- 
matischen Bildungen zurechnet. Diese aus der ganzen Darstellung sich 
logisch ergebende Folgerung ist nicht allein von terminologischer Bedeutung, 
sondern auch heuristisch zweifellos auferordentlich fruchtbar. Frey - 
Wvyssling legt auch besonderen Nachdruck auf die Feststellung, daf 
das Schwergewicht der weiteren Forschung bei der Zellphysiologie liegen 
miisse. 

Wenn hier einige Fragen zu denen Fre y- Wyssling inseinem Buche 
Stellung nimmt, besonders hervorgehoben sind, so sollte damit gezeigt wer- 
den, daf® die Erforschung der Zellwand noch lange nicht zum Abschluf ge- 
kommen ist, daB® noch zahlreiche Fragen offen sind. Ungeachtet dessen ist 
sie aber, namentlich durch den Einsatz des Elektronenmikroskops, heute zu 
einem weitgehend abgerundeten Bild der Zellwand gelangt, das wir als 
festen Bestand ansehen diirfen und das eine solche Zwischenbilanz recht- 
fertigt. DaB nach einer solchen Zwischenbilanz das Bediirfnis besteht, ergibt 
sich schon daraus, daft derselbe Verlag innerhalb zweier Jahre zwei zusam- 
menfassende Werke zu diesem Thema herausgebracht hat. Ist das friiher er- 
schienene in erster Linie im Hinblick auf die Bediirfnisse der Technologen 
und Zellulosechemiker angelegt, so diirfen die Biologen und besonders die 
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Zellphysiologen Frey-Wyssling fiir diese klar gestaltete Monogra- 
phie iiber ein Gebiet, auf dem er seit langem fiihrend tatig ist, aufrichtig 


dankbar sein. 
O. Hartel (Graz) 


Papierchromatographie in der Botanik. Bearbeitet von U. Beiss, H. 
Dorfel, K. Fujisawa, R. Hansel, A. Hager, H. R. Hohl, 
H. F. Linskens, H. Machleidt, K. Makino, G. Marten, 
G. A. J. van Os, B. Prijs, H. W. J. Ragetli, A. Romeike, 
B.D.Sanwal, H.Schweppe, H.Seiler,S.P.Sen, L. Stange, 
E. Stein von Kamiensky, C.A. Wachtmeister, J. P. H. 
vander Want,S. Yammatodani. Herausgegeben von H. F. Lins- 
kens. Zweite, erweiterte Auflage. Mit 124 Abb. u. 2 Farbtaf. XVI, 408 S. 
Berlin-Goéttingen-Heidelberg: Springer-Verlag 1959. Ganzl. DM 58.—. 


Die Notwendigkeit einer Neuauflage des 1955 erstmals erschienenen 
Buches zeugt z. T. von seiner Qualitat, z.T. von der Beliebtheit der papier- 
chromatographischen Methode. Das Werk wurde griindlich iiberarbeitet und 
hat dadurch an Umfang betrichtlich zugenommen (408 Seiten gegeniiber 
253 der ersten Auflage, 123 gegeniiber 76 Tabellen, 124 gegeniiber 63 Ab- 
bildungen). Eine Reihe neuer Mitarbeiter ist hinzugekommen. Der Grund 

iir die Erweiterung liegt vor allem darin, da die papierchromatographi- 
sche Analysenmethode auf immer neue Stoffklassen angewandt wird. Neu 
hinzugekommen sind so die Abschnitte .Phosphatide und komplexe 
Lipide“, ,,Pflanzenviren“, Aldehyde und Ketone“, ,Amine“ (mit vielen 
schénen Mikrophotographien zur Identifikation der aus dem Chromato- 
gramm isolierten Amine in Kristallform), sowie ..Sterine, Steroide und ver- 
wandte Verbindungen*, ferner ein Kapitel iiber die Theorie der Papier- 
chromatographie. 

Aber auch die schon in der ersten Auflage enthalienen Kapitel sind durch 
neue Erfahrungen erweitert und durch Hilfen fiir die Praxis erganzt wor- 
den. Im methodischen Teil bemerkt man, da inzwischen wieder viele neue 
technische Behelfe entwickelt wurden und zum Teil schon im Handel er- 
haltlich sind. Dem Kapitel ..Aminosauren“ sind zwei schéne Farbtafeln zur 
halbquantitativen Beurteilung der Reaktionen von Aminosaureflecken hin- 
zugefiigt worden. Stark erweitert bzw. umgearbeitet wurden ferner die 
Abschnitte ..Nucleinséuren und ihre Bausteine*, ,,Wachstumsregulatoren“ 
(hier eine umfangreiche neue Tabelle mit den R;-Werten konstitutionell un- 
bekannter Wuchssioffe), ..Vitamine*. Toxine“. Am Schluf ist eine recht 
praktische dreisprachige Ubersicht iiber die technischen Fachausdriicke der 
Papierchromatographie aufgenommen worden. 

Um den Absatz und die Verbreitung des Buches braucht man wohl nicht 
besorgt sein. Dafiir biirgt schon — neben dem geschilderten Gehalt des 
Buches — die behandelte Methode selbst, die wohl noch viele Freunde ge- 
winnen wird, nicht nur weil sie so auRerordentlich erfolgreich ist, sondern 
vielleicht weil sie infolge ihrer Eleganz einen geradezu asthetischen Wert 
besitzt. 

H. Kinzel (Wien). 


Protoplasmatologia. Handbuch der Protoplasmaforschung. Herausgegeben 
von L. V.Heilbrunn und F. Weber, Band VIII,3.a: Noburé Ka- 
miya: Protoplasmic Streaming. IV, 199 S., mit 82 Abb. 
Wien: Springer-Verlag 1959. S 402._. DM 67.—. sfr 68.60, $ 15.95, 
£5/14/—. Bei Verpflichtung zur Abnahme des gesamten Handbuches und 
fiir Abonnenten der Zeitschrift ..Protoplasma“. Subskr.-Preis S 321.60, 
DM 53.60, sfr. 54.90, $ 12.75, £ 4/11/—. 


Seit Ewart (1903) wurde das Phanomen der Protoplasmastrémung aus- 
fiihrlich nur von Seifriz in zwei Arbeiten (1943, 1952) dargestellt. Das vor- 
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liegende Werk behandelt dieses Thema nun endlich in erschépfender Weise. 
Der Verfasser, der selber mafgeblich beteiligt ist, vor allem an der Erfor- 
schung der Myxomyceten-Strémung, kennt die Literatur sehr griindlich 
und bespricht sie auch ausfiihrlich. Dies ist deshalb sehr vorteilhaft, weil 
dadurch manche auslandischen Arbeiten bekannt werden, die im und nach 
dem 2. Weltkrieg erschienen sind und fiir den deutschen Sprachraum kaum 
zuganglich waren. Besonders gilt dies fiir Arbeiten von Kamiya selbst und 
seiner Schule, die teilweise nur in japanischer Sprache vorliegen. 

Den Anfang des Werkes bildet eine Ubersicht iiber die verschiedenen 
Stromungstypen. Der Autor unterscheidet neben den bekannten eine wand- 
standige ,Strémung entlang bestimmter Geleise*, wie sie in Zellen niederer 
Pflanzen 6fters vorkommt. AnschlieRend werden Anderungen im Strémungs- 
typus behandelt. Ein Abschnitt iiber die Strémungsgeschwindigkeit befat 
sich mit der Geschwindigkeitsverteilung in Characeen und Plasmodien. Fer- 
ner werden verschiedene, auch objektive Methoden zur Geschwindigkeits- 
messung angegeben und die Abhangigkeit von Zellange und Geschwindig- 
keit besprochen. Neben der Strémungsgeschwindigkeit unterscheidet Kamiya 
die Intensitaét: das in der Zeiteinheit durch einen bestimmten Querschnitt 
transportierte Plasmavolumen. Bei Plasmodien lat sich das gesamte Trans- 
portvolumen mit Hilfe der ,,.oppelkammermethode* feststellen. Wohl einen 
Hohepunkt in der physiologischen Arbeitstechnik stellt die GréRenbestim- 
mung der bewegenden Kraft im Plasma dar, die bei den Characeen mit dem 
Zentrifugenmikroskop erfolgte (vgl. Protoplasma 50, 144, 1958). Bei Plas- 
modien wird dafiir die Doppelkammermethode in Verbindung mit einem 
Manometer verwendet, und das Ergebnis ist das ,.Dynamoplasmogramm“ 
(DPG), eine wellenférmige Kurve, die auch automatisch aufgezeichnet wer- 
den kann. Die Anderungen der bewegenden Kraft driicken sich in der At- 
mungskurve des Plasmodiums nicht aus. Wird zugleich die elektrische 
Potentialdifferenz im Plasmodium gemessen, so ergibt sich das .,Elektro- 
plasmogramm* (EPG), eine Kurve, die meist dem DPG entspricht, ihr aber 
zeitlich nachhinkt. Eine ursichliche Beziehung zwischen Potentialdifferenz 
und Strémung besteht nicht. Besonders interessant ist das Kapitel iiber den 
Rhythmus der Strémungserscheinungen. Die DPG-Kurven erinnern oft an 
Schwebungen, wie sie von physikalischen Erscheinungen (z. B. Schallwellen) 
bekannt sind. An mehreren Beispielen wird nun die Fourier-Zerlegung in 
harmonische Schwingungen gezeigt. Das Protoplasma wird als .,polyrhyth- 
misches System“ aufgefaBt und die DPG-Kurven durch ,,interplasmatische 
Interferenz* von harmonischen Schwingungen verschiedener Phase und Fre- 
quenz gedeutet. So lassen sich periodische Bewegungserscheinungen, wie z. B. 
die Bewegung der Bacillaria paradoxa, auf stetig periodische Vorgange an 
feinen Strukturelementen zuriickfiihren. Das haufige Fehlen einer feststell- 
baren Periodizitat (z.B. bei der spontanen Characeen-Strémung) wird 
durch ,.statistische Aufhebung“ gedeutet. Tatsachlich lassen sich im ausge- 
preften Characeen-Protoplasma periodische Bewegungserscheinungen nach- 
weisen. 

In den folgenden zwei Kapiteln ist ausfiihrlich die Abhangigkeit der Stré- 
mung von verschiedenen AuBenumstanden behandelt. Es wird hier man- 
ches Bekannte zusammengefaft, erganzt und besprochen, sodaf es fiir kiinf- 
tige Untersuchungen eine feste Grundlage bildet. Unter anderen ist die 
Wirkung von ATP Thema eines Abschnittes. Bei Plasmodien, Amében und 
Acetabularia zeigt es einen deutlichen, positiven Effekt auf die Strémung. 
Eigens wird die Herkunft des ATP im Plasma besprochen. 

Nach einem Kapitel iiber die Biologie und Funktion der Strémung geht 
der Verfasser auf experimentelle Eingriffe zur Feststellung des Strémungs- 
mechanismus ein. Es zeigt sich, da die bewegende Kraft der Characeen- 
rotation an der Grenzflache zwischen ruhender. peripherer Plasmaschicht 
und beweglichen Innenplasma enisteht. Die Plasmodienstrémung ist da- 
gegen passiv und Folge von inneren Druckschwankungen. An ausgepreften 
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Plasmatropfen der Characeen lassen sich Bewegungserscheinungen nach- 
weisen, die auf die aktive Bewegung feinster, im Dunkelfeld sichtbarer 
Elemente des Plasmas (Plasmafibrillen) zuriickgefiihrt werden kénnen. Die 
gemessene periodische Torsionsbewegung eines aufgehingten Plasmodien- 
Stranges wird auf die gegenseitige Verschiebung submikroskopischer Ele- 
mente zuriickgefiihrt und hier eine prinzipielle Ahnlichkeit zur Verschie- 
bung des inneren Plasmas bei der Rotationsstrémung gesehen. Ein kurzer 
biochemischer Abschnitt iiber die ATP-Wirksamkeit kommt zu der An- 
nahme, da das mechanisch-chemische System zumindest der Plasmodien- 
strémung Myosin B ist, also ein EiweiRkomplex, der auch bei der Muskel- 
bewegung eine tragende Rolle spielt. Den Schluf des Werkes bildet ein 
Abschnitt iiber die verschiedenen Strémungstheorien. 

Im ganzen gesehen liegt hier ein tiefschiirfender Versuch vor, die Lebens- 
erscheinung Protoplasmastrémung streng mit physikalisch-chemischen Be- 
griffen zu analysieren ~ ein Beginnen, das der heute modernen Richtung 


in der Biologie entspricht. 
R. Jarosch (Linz a. d. Donau) 


Subcellular Particles. A Symposium held during the Meeting of the 
Society of General Physiologists at the Marine Biological Laboratory, 
Woods Hole, Massachusetts, June 9-11, 1958. Edited by Teru Hayshi. 
Mit 94 Abb., 213 S. New York: The Ronald Press Company. 1959, 


Das Problem der physiologischen Funktion der Protoplasma-Organellen 
ist gegenwartig eines der wichtigsten Forschungsgebiete der Cytologie. Der 
vorliegende Band gibt uns an Hand eines Symposiumberichtes einen Uber- 
blick iiber zahlreiche (hauptsachlich in den USA) laufende Arbeiten auf 
diesem Gebiet. Die wiedergegebenen Vortrage beziehen sich hauptsachlich 
auf tierische Zellen, deren Zellkern, Mitochondrien, Golgi-Apparate und 
Ribonucleoprotein-Granula (= Meiosomen) besprochen werden. Die Exi- 
stenz einer neuen Gruppe von Partikeln, der Lysosomen, glaubt eine bel- 
gische Arbeitsgruppe unter C. de Duve auf Grund von Zentrifugierungs- 
versuchen an Zell-Homogenaten annehmen zu miissen. Ein Vortrag behan- 
delt photochemisch aktive Granula aus Purpurbakterien. 

Dem Leser fallt auf, daf einerseits der elektronenmikroskopisch arbei- 
tende Cytomorphologe zur Erklarung von beobachteten Strukturanderungen 
auf biochemische Vorgange zuriickgreifen muf (z. B. in dem Vortrag von 
G. E. Palade: Functional Changes in the Structur of Cell Components), 
wahrend anderseits der Biochemiker auf bestimmten Stoffwechselgebieten 
eine Beteiligung von Strukturen annehmen muf, was besonders in dem 
Vortrag von D. E. Green (..Mitochondrial Structure and Function‘) deut- 
lich wird. 

Green sagt ausdriicklich, daf vor allem auf diesem Gebiet der End- 
Oxydation des Wasserstoffes am Cytochromsystem die klassische Vorstel- 
lung verlassen werden muf, wonach Enzymmolekiile, die in einer fliissigen 
Phase frei beweglich sind, miteinander reagieren. Die neueren Befunde 
lassen vielmehr darauf schlieBen, da vor allem die Cytochrome fest in 
lipoidreiche Strukturen der Mitochondrien eingebaut sind. Das Studium 
der an solchen strukturgebundenen Enzymsystemen midglichen Reaktions- 
ketten wird voraussichtlich einige grundsatzlich wichtige Erkenntnisse brin- 
gen, denen wir mit Spannung entgegensehen diirfen. 


H. Kinzel (Wien). 


Herausgeber, Eigentiimer und Verleger: Springer-Verlag, Wien I, Mélkerbastei 5. — Fiir den Inhalt ver- 
antwortlich: Prof. Dr. Friedl Weber, Graz, Schubertstr. 51, Prof. Dr. Josef Speck, Rostock, Zoologisches In- 
stitut, und Prof. Dr. Karl Héfler, Universitat Wien. — Druck: Adolf Holzhausens Nfg., Wien VII, Kandlg. 19-21. 
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Bei der Schriftleitung sind folgende weitere Arbeiten eingelangt: 


Enéckl, F.: Uranin-Fluorochromierung von Alliwm-Zellen nach Vorbehand- 
lung mit Ammonkarbonat 


Kramer, G.: Plasmaeinschliisse bei einigen Desmidiaceen-Gattungen 
Nakazawa, S.: Nature of the Protoplasmic Polarity 
Linke, W.: Warmebewegungen beim KoazervationsprozeB 


Hatano, S., und I. Takeuchi: ATP Content in Myxomycete Plasmodium 
and its Levels in Relation to Some External Conditions 


Umrath, K.: Durch Elektrolytverschiebungen im Zellinneren ausgeléste Ver- 


anderungen der elektrischen Spannung am Plasmalemma von Nitella 
mucronata : 


Weixi-Hoffmann, Hertha: Uber bemerkenswerte Entwicklungsformen bei 
Candida albicans und ihre Farbbarkeit mit Nilblau 


Parker, J.: Seasonal Changes in the Physical Nature of the Bark Phloem 
Parenchyma Cells of Pinus. strobus 


Strugger, S., und L. Kriger: Untersuchungen iiber die Struktur der Pla- 
stiden etiolierter Pflanzen 


Neufahrt, A.: Untersuchungen iiber die Wirkungen von UV- und Réntgen- 
strahlen auf die Mitose des Eies von Parascaris equorum (Goeze) mit 
Hilfe des Zeitrafferfilms 


Bancher E., J. Hélzl und J. Klima: Licht- und elektronenmikroskopische 
Beobachtungen an der Kutikula der Zwiebelschuppe von Allium cepa 


Url, W.: Rosettensystrophe in Thioharnstoff-Zucker-Mischlésungen 


Pitschmann, H., und F. Scheminzky: Uber die Entstehung von Traube- 
schen Ferroferricyanzellen bei der Berlinerblau-Mikroreaktion auf Eisen 


Sauer, H.: Uber die Einwirkung von kurzwelligem Licht auf die basischen 
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SPRINGER-VERLAG IN WIEN 





Protoplasmatologia 


Handbuch der Protoplasmaforschung 
Unter Mitwirkung hervorragender international bekannter Fachleute 
herausgegeben von 
L. V. Heilbrunn +, Philadelphia - FF. Weber, Graz - 4H. Bauer, Wilhelmshaven 
Cc. V. Harding, New York 
Im Frithjahr 1960 werden erscheinen: 


Band Il. Cytoplasma. B. Chemie. 2. Spezielle Cytochemie und Histochemie. 
b. Organische Verbindungen. 8: 


Vitamine und Antivitamine. Von Prof. Dr. Alfred Pongratz, Graz und Lannach. 
Etwa 110 Seiten. Gr.-8°. 1960. S 210.—, DM 35.—, sfr. 35.80, $ 8.35 


Bei Verpflichtung zur Abnahme des gesamten Handbuches und ‘far Abonnenten der Zeit- 
schrift ,,Protoplasma“ Subskriptionspreis § 168.—, DM 28.—, sfr. 28.70, $ 6.65 


Der Artikel befa8t sich an Hand der Literatur vornehmlich damit, Zusammenhange 
zwischen der chemischen Konstitution der Vitaminmolekiile und deren physiologischer 
Wirksamkeit sowie jenen abgewandelten Molekiilformen, welche den Charakter von Anti- 
vitaminen haben, klarzustellen. Die Antivitamine, auch Vitaminantagonisten genannt, stellen 
keine physiologischen Regulationsfaktoren dar, sondern sind in ihrer tiberwiegenden Mehr- 
heit Produkte der chemischen Synthese; sie fiihren bei Verabreichung an Organismen zu 
Avitaminosen, mithin zu typischen Stérungen des Stoffwechsels. 

Folgerichtig werden ‘die Stoffwechselaufgaben der Vitaminmolekiile darin gesehen, daB sie 
als Cofermente oder Teile derselben im Verein mit den Tragerproteinen physiologisch 
wirksam sind. Wo immer es méglich ist, werden die wechselseitigen Verflechtungen der 
Vitaminmolekiile untereinander wie auch zu anderen biologischen Wirkstoffen hervor- 
gehoben; dariiber hinaus wird die Bedeutung der Vitaminmolekiile fiir die Therapie zahl- 
reicher Krankheiten betont. 


In diesem Zusammenhang wird auch auf neue Wege der Heilmittelsynthese hingewiesen, 
welche durch Zusammenbau etwa schon bekannter Heilmittelmolekiile mit Vitaminmole- 
kiilen erschlossen wurden. 

99 Strukturformeln von Vitaminmolekiilen und abgewandelten Formen derselben erlauben 
unter anderem, die jeweilige Strukturspezifitat abzulesen. 


Band ll. Cytoplasma. C. Physik, Physikalische Chemie. Kolloidchemie. 
8. Permeabilitat. d: 


Permeabilitatstheorien. Von Dr. Veijo Wartiovaara und Prof. Dr. Runar Collander, 
Botanisches Institut der Universitét Helsinki/Helsingfors. Mit 13 Textabbildungen. Etwa 
100 Seiten. Gr.-8°. 1960. 8 174.—, DM 29.—, sfr. 29.70, $ 6.90 
Bei Verpflichtung zur Abnahme des gesamten Handbuches und fiir Abonnenten der Zeit- 
schrift ,,Protoplasma“* Subskriptionspreis S 139.20, DM 23.20, sfr. 23.80, $ 5.50 


Diese Darstellung behandelt vor allem auf Grund von Untersuchungen an pflanzlichen Proto- 
plasten die Diffusionsvorginge, die auf den Ausgleich bestehender Konzentrations- oder 
richtiger Aktivitatspotentiale hinzielen, wobei der Protoplast nur die Rolle eines mehr oder 
weniger selektiv durchlassigen, passiven Widerstandes spielt. (Der aktive Stofftransport 
wurde schon in Band VIII/7/a des Handbuches der Protoplasmaforschung behandelt.) 
Entgegen der haufigen einseitigen Auslegung des Begriffes ,,Permeabilitét“‘ im Sinne der 
Durchlassigkeit wird hier auch der reziproke Wert, die geringe oder fehlende Durchlassigkeit, 
behandelt, also der weitgehende AbschluB derProtoplasten gegeniiber diffundierenden Stoffen, 
womit nicht nur der Verlust gespeicherter Inhaltsstoffe verhindert, sondern auch der un- 
gestérte Ablauf der inneren Lebensprozesse des Protoplasmas sichergestellt wird. 





Zu beziehen durch Ihre Buchhandlung 





